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1.1. Aktin és aktinkötő fehérjék a sejtmagban 
Az aktin az egyik legnagyobb mennyiségben előforduló fehérje a sejtekben. Szerkezetét 
és funkcióját tekintve evolúciósan erősen konzervált a prokariótáktól az emlősökig 
(Hightower és Meagher, 1986). A monomer formában globuláris szerkezetű (G-aktin) fehérje 
ATP és Mg2+ ion kötését követően olyan konformációt vesz fel, mely alkalmassá teszi a 
polimerizációra (filamentózus aktin vagy F-aktin) (Pollard és Cooper, 2009). Mindkét 
szerkezeti formához számos fehérje képes kapcsolódni, melyeket összefoglaló néven 
aktinkötő fehérjéknek (Actin Binding Proteins, ABPs) nevezünk. Ezek a fehérjék 
szabályozhatják például az aktin ATP kötéshez való affinitását (Dominguez és Holmes, 
2011), így befolyásolják a polimerizációját, depolimerizációját, a polimer stabilitását, ezen 
keresztül pedig hozzájárulnak az aktinhoz kapcsolódó molekuláris és biológiai funkciókhoz 
is. Az aktin és aktinkötő fehérjék együttműködésével jön létre a citoplazmában egy 
dinamikusan szerveződő aktin hálózat (Pollard, 2016), mely számos alapvető biológiai 
folyamathoz szükséges, mint például az intracelluláris transzport (Stamnes, 2002), a sejt belső 
szerkezetének, alakjának meghatározása (Svitkina, 2016), mikrovillus szervezés (Fath és 
Burgess, 1995; Takemura és mtsai., 1988) vagy a sejtosztódás (Glotzer, 2005). 
Az aktin és az aktinkötő fehérjék molekuláris, valamint biológiai funkciója a sejt 
citoplazmájában már részletesen tanulmányozott, azonban az aktin sejtmagi jelenléte csak az 
utóbbi évtizedben vált bizonyítottá és széles körben elfogadottá. Az első megfigyelések az 
1970-es évek elejére nyúlnak vissza (Jockusch és mtsai., 1974), amikor Xenopus 
petesejtekben nagy mennyiségű sejtmagi aktint tudtak kimutatni. A korai eredményeket 
azonban sokáig kétkedéssel fogadták, mivel egyéb sejttípusokban csak bizonyos körülmények 
között, valamint különböző fixálási, preparálási módszerek segítségével tudták ezt a 
jelenséget megfigyelni. Ráadásul a polimer aktin kimutatására általánosan használt módszerek 
is elsősorban csak a sejt citoplazmájában adtak jelet, a magban legtöbbször csak bizonyos 
külső kezelések után (pl. hőstressz, szérum indukció, UV sugárzás). Így a sejtmagi aktint 
sokáig egyszerűen preparálási műterméknek tekintették. Az idő előrehaladtával azonban sokat 
fejlődött az aktin láthatóvá tételére alkalmas eszköztár, valamint egyre több, előtte kizárólag 
citoplazmatikusként ismert aktinkötő fehérjét is azonosítottak a sejtmagban (Kumeta és 
mtsai., 2012). A sejtmagi aktin kutatása ennek köszönhetően az utóbbi években a vizsgálatok 




alapvető sejtmagi folyamatokban is részt vesz, mint a transzkripció, kromatin átrendeződések, 
az mRNS érés és szállítás, a DNS replikáció vagy a DNS hibajavítás (Kristo és mtsai., 2016).  
 
1.1.1. Az aktin sejtmagi jelenléte evolúciósan konzervált 
Az aktin sejtmagi jelenléte erősen konzerváltnak tekinthető, megtalálható az amőbáktól 
a humán sejtekig egyaránt (Falahzadeh és mtsai., 2015; Fukui és Katsumaru, 1979) (1. ábra). 
Magasabbrendűekben pedig már széles körben kimutatták az aktin, aktinkötő fehérjék és 
aktinszerű fehérjék (Actin Related Proteins, ARPs) jelenlétét a sejtmagban, többek között 
növényekben, rovarokban, egér és emberi sejtekben, így a sejtmagban betöltött funkció is 
nagy valószínűséggel konzerváltnak tekinthető.  
 Faj, sejttípus   Faj, sejttípus 
Protiszta Physarum polycephalum  Kétéltű Xenopus laevis 
 Tetrahymena pyriformis   Rana temporaria 
 Dinoflagellate  Madár Kacsa eritroblaszt 
Növény Sauromatum guttatum   Csirke májsejt 
 Allium cepa  Emlős Tímusz sejt 
Rovar Spodoptera frugiperda   Mioblaszt 
 Drosophila melanogaster   Ovárium sejt 
    Idegsejt 
 
1. ábra Különböző fajok és sejttípusok, melyekben már megfigyeltek aktint a sejtmagban. 
Forrás: (Falahzadeh és mtsai., 2015). 
 
Számos fajban megfigyelt jelenség, hogy a sejtmagban felhalmozódó aktin aggregálódik 
és pálcákat hoz létre. Ilyen aktin pálcákat leírtak például humán, növényi (Arabidopsis 
thaliana) vagy muslica (Drosophila melanogaster) sejtekben is (2. ábra). Az aktin pálca 
azonban nem tekinthető hagyományos polimer aktin formának, ugyanis bár falloidinnel 
festhető, polimer aktint kötő fehérjék nem tudnak hozzákapcsolódni. Normál állapotú, 
fiziológiás sejtekben ezek az aktin képződmények nem találhatóak meg, azonban különböző 
patológiás körülmények között, mint például a Huntington- és Alzheimer-kór, kimutatták 
jelenlétüket a sejtmagban (Bamburg és Bernstein, 2016; Munsie és mtsai., 2011). Az alapvető 






2. ábra A sejtmagban felhalmozódó aktin aggregálódik és pálcákat képez humán (A) (Munsie 
és mtsai., 2011), növényi (B) (Kandasamy és mtsai., 2010) és Drosophila sejtkultúra sejtekben 
(C) (saját felvétel). 
 
Bár manapság egyre több információ áll rendelkezésre a sejtmagi aktinról (3. ábra), 
jelenleg is sok megválaszolatlan kérdéssel találkozunk a területen. Ma sincs egyértelmű 
bizonyíték például egy citoszkeletonhoz hasonló, aktint tartalmazó sejtmagváz, úgynevezett 
nukleoszkeleton létezésére. Emellett a már részben ismert sejtmagi aktin funkciók 
részletesebb molekuláris mechanizmusának, biológiai jelentőségének feltárása is szükséges az 
aktin sejtmagban betöltött feladatainak teljesebb megértéséhez. Ehhez kapcsolódó, szintén 
fontos kérdés a citoplazmatikus és sejtmagi aktin készletek kapcsolatának további vizsgálata, 
valamint az aktin sejtmagi kötőpartnereinek azonosítása is, hiszen ezekről egyelőre nagyon 





3. ábra Az aktin sejtmagban betöltött széleskörű funkcióinak összefoglalása. Az aktin 
számos sejtmagi komplexnek tagja, ezáltal pedig részt vesz a transzkripcióban, a kromatin 
módosításban, átrendezésben, a DNS hibajavításban és duplikációban, valamint az mRNS 
molekulák citoplazmába történő kiszállításában is. TRC – Transzkripciós komplex, CRC – 
Chromatin Remodeling Complex (kromatin módosító komplex), hnRNPs – heterogenous 
nuclear Ribonucleoproteins (RNS-fehérje komplex), mRNP – messenger Ribonucleoprotein 
(mRNS-fehérje komplex), NPC – Nuclear Pore Complex (Magpórus komplex). 
 
1.1.2. A sejtmagi aktin szerkezete 
A sejtmagi aktin szerkezeti formáival kapcsolatban kezdetben az a nézet alakult ki, 
hogy elsősorban monomer aktin található a sejtmagban, mégpedig nagy mennyiségben. 
Később azonban bebizonyosodott, hogy ez nem egy általánosítható megfigyelés, mivel a 
modellként használt Xenopus petesejt és az ivarvonal sejtek általában nem fejezik ki az aktin 
sejtmagi exportjához szükséges Exportin6 faktort (Stuven és mtsai., 2003), így ennek 
következtében a már differenciálódott sejtekhez képest magasabb sejtmagi aktinszint alakul ki 




Szomatikus sejtekben az aktin polimerizációját gátló vegyszerek használatával, 
valamint FRAP és korrelációs spektroszkópia kísérletekkel bizonyították, hogy található egy 
dinamikus, kötött aktin készlet is a sejtmagban (McDonald és mtsai., 2006). Ma már tudjuk, 
hogy a magi aktin körülbelül 80%-a monomer, míg 20%-a dinamikus, rövid oligomerek, 
illetve hosszabb polimerek formájában található meg (McDonald és mtsai., 2006), melyek 




A sejtmagban a polimer aktin képződését kiváltó hatás lehet például a sejt letapadásakor 
aktiválódó integrin jelátviteli kaszkád (Plessner és mtsai., 2015), az éheztetést követő szérum-
indukció (Baarlink és mtsai., 2013), különböző stressz hatások (hő, DNS-károsító kémiai 
ágensek, ATP megvonás) (Fukui, 1978; Fukui és Katsumaru, 1980; Iida és mtsai., 1992; Kim 
és mtsai., 2009; Pendleton és mtsai., 2003), vagy a magi aktin túltermeltetése. Érdekes módon 
azt figyelték meg, hogy a különböző stimulusokra létrejövő aktin polimerek alakjukban 
(vastagság, hossz), valamint időbeli polimerizációs/depolimerizációs kinetikájukban is 
eltérnek. A polimerizációért felelős fehérje faktorokat már több esetben is azonosították, 
melyek egy adott inger által kiváltott polimerizációra specifikusnak bizonyultak. A legtöbb 
szabályozó fehérjére a folyamatos sejtmagi export-import jellemző, mely jól mutatja a 
sejtmagi aktin szerveződésének összetett szabályozását. Ilyen aktin polimerizáló faktor 
például az mDia1 és mDia2 formin típusú fehérjék, melyek az integrin aktiváció során 
játszanak fontos szerepet az aktin polimerizációban (Plessner és mtsai., 2015) és nincsenek a 
hatással a DNS-károsító kémiai ágensek által kiváltott filamentumok képződésére. Utóbbi 
esetben a Formin-2, Spire-1 és Spire-2 fehérjéket azonosították, mint a polimerizációhoz 
4. ábra Az eddigi ismeretek 
alapján a sejtmagban 
feltehetően megtalálható 
különböző aktin formák. (A) 
Keresztkötött hosszú polimerek, 
(B) Polimerek motor fehérjékkel, 
(C) Monomerek sejtmagi 
komplexekben, (D) Nem 
konvencionális szerkezetű, 
módosított aktin monomerek 




szükséges faktorokat, melyek viszont az integrin által indukált aktin polimerek létrejöttére 
nincsenek hatással (Belin és mtsai., 2015). 
1.1.3. A sejtmagi és citoplazmatikus aktin készletek kapcsolata 
Ma már ismert tény, hogy a sejtmagi és a citoplazmatikus aktin készletek folyamatos, 
dinamikus kapcsolatban állnak egymással. Bár a fehérje szekvenciájában nem található a 
sejtmagi lokalizációért felelős szignál szekvencia (Nuclear Localization Signal, NLS), mégis 
szabályozott transzport mechanizmussal jut a sejtmagba: a Cofilin depolimerizáló faktorral 
komplexben az Importin9 (Imp9) transzport fehérje szállítja be (Dopie és mtsai., 2012). Az 
aktin sejtmagi export mechanizmusa kettő, egymással valószínűleg párhuzamosan működő 
útvonalon keresztül történhet: (1) az aktin polimerizációban részt vevő Profilin molekulával 
interakcióban az Exportin6 (Exp6) segítségével (Stuven és mtsai., 2003), valamint (2) a Crm1 
útvonalon keresztül (5. ábra). Az utóbbi folyamathoz két, sejtmagi exportért felelős szignál 
szekvenciát (Nuclear Export Signal, NES) is azonosítottak a fehérjében.  
 
5. ábra A sejtmagi és a citoplazmatikus aktin készletek kapcsolata. Az aktin sejtmagi 
importját a Cofilin fehérjével komplexben az Imp9, míg exportját a Profilin fehérjével együtt 
az Exp6 transzport fehérjék végzik. Egy további export mechanizmus az előzővel 
valószínűleg párhuzamosan működő, Crm1 fehérje függő útvonal. NPC – Nuclear Pore 
Complex (Magpórus komplex). 
 
A sejtmagban található aktin bizonyos szempontokból eltér a citoplazmában 
megtalálható formától, többek között például poszttranszlációs módosítás következtében egy 
SUMO csoport kapcsolódik hozzá, melynek nagy valószínűséggel szerepe van a magi 
lokalizáció fenntartásában (Hofmann és mtsai., 2009). Emellett bizonyos különbségek 




polimerizáló faktorokat, mind pedig a polimerizációs/depolimerizációs kinetikát tekintve. 
Ezek a különbségek a citoplazmatikus monomer/polimer formák közötti egyensúly révén az 
aktin sejtmagi transzport folyamatainak szabályozásában fontos szerepet töltenek be. 
A gerincesekben az aktin különböző izoformái expresszálódnak, melyeket három 
alcsoportba sorolunk izoelektromos pontjuk szerint: alfa, béta és gamma aktinok. Az alfa 
típusú aktinok az izomrostokra specifikusak, ezek építik fel az izomműködés alapját jelentő 
vékony filamentumokat, míg a béta és gamma aktinok a legtöbb sejtben expresszálódnak és a 
citoszkeletális vázstruktúra elemei. Egy nemrég megjelent közlemény szerint mind a béta, 
mind a gamma aktin megtalálható a sejtmagban is, ahol azt az érdekes megfigyelést tették 
A375 humán melanóma sejtekben, hogy a különböző típusú aktinok eltérő sejtmag/citoplazma 
arányt mutatnak (Migocka-Patrzalek és mtsai., 2015). A két izoforma összesen négy 
aminosavban különbözik egymástól, azonban úgy tűnik, ez elegendő ahhoz, hogy mégis 
eltérő polimerizációs/depolimerizációs kinetikával rendelkezzenek (Bergeron és mtsai., 
2010). Az is elképzelhető tehát, hogy a különböző aktin izoformák magi 
transzportfolyamataikban is különböznek, ott pedig eltérő funkcióval rendelkezhetnek, mely 
tovább szélesíti az aktin összetett sejtmagi szerepét. 
 
1.1.4. Az aktin szerepe a kromatin átrendeződésben 
Ma már széles körben elfogadott, hogy a kromatin módosító és kromatin átrendező 
(remodelling) komplexek az élesztőtől az emberig tartalmaznak aktint és aktinszerű fehérjéket 
(Farrants, 2008). Erre példa többek között az INO80, az SWR1, SWI/SNF típusú kromatin 
átrendező komplexek, valamint a NuA4 hiszton acetiltranszferáz komplex is (Kapoor és Shen, 
2014). Így tehát az aktinnak szerepe van a kromatinszerkezet kialakításában, ezáltal pedig a 
transzkripcióban és a DNS hibajavításban is (Cairns és mtsai., 1998; Galarneau és mtsai., 
2000; Shen és mtsai., 2000; Zhao és mtsai., 1998). A BAF kromatin átrendező komplex 
szintén tartalmaz aktint, sőt az aktinra szükség van a komplex maximális ATP-áz 
aktivitásához és a kromatinhoz való kötődéséhez is (Zhao és mtsai., 1998).  
 
1.1.5. A sejtmagi aktin és polimerizációjának szerepe a transzkripcióban 
Az aktinnak a transzkripcióban, illetve a transzkripció szabályozásában betöltött szerepe 
az egyik legrészletesebben ismert és tanulmányozott sejtmagi funkciója (6. ábra). Az aktin 
mindhárom RNS-polimerázzal koimmunprecipitálható (Hofmann és mtsai., 2004), sőt, a 




kapcsolódik a prokarióta RNS-polimeráz II-höz (Kruse és mtsai., 2006). Emellett számos 
további, transzkripcióban részt vevő faktorral is kimutattak közvetlen kölcsönhatást, mint 
például az Rpb6 és Rpb8 transzkripciós komplex alegységekkel (Hu és mtsai., 2004; 
Schramm és Hernandez, 2002). Az is ismert, hogy már a kezdeti iniciációs lépésekben, a 
transzkripciós komplex összeszerelődéséhez is szükség van aktinra (Hofmann és mtsai., 
2004), továbbá nélkülözhetetlen a transzkripció iniciációból elongációba történő átmenetéhez 
is (Percipalle, 2013; Sarshad és Percipalle, 2014). 
 
 
6. ábra Az aktin szerepe a transzkripcióban. Az aktin különböző fehérjékkel 
együttműködve szerepet játszik az iniciációs komplex összeszerelődésében, valamint a 
transzkripció elongációba történő átmenetében is, mind az RNS-polimeráz I, mind az RNS-
polimeráz II esetében. NPC – Nuclear Pore Complex (Magpórus komplex). Forrás: (de 
Lanerolle és Serebryannyy, 2011). 
 
Bár a sejtmagban túlnyomó többségben monomer aktin található, és csak kisebb 
mennyiségben polimer, egyre inkább az a megállapítás nyer bizonyítást, hogy mindkettő 
forma funkcionális, valamint, hogy a kettő közötti dinamikus egyensúlynak, a 
polimerizációs/depolimerizációs folyamatoknak is nagy jelentősége van a génexpresszió 
szabályozásában (Dundr és mtsai., 2007; Hofmann és de Lanerolle, 2006; Miyamoto és 
Gurdon, 2011; Obrdlik és Percipalle, 2011; Sjolinder és mtsai., 2005; Vieu és Hernandez, 




régióihoz is, azonban az aktin polimerizációjának gátlása csak bizonyos gének kifejeződésére 
volt hatással, nem bizonyult egységesnek a genomban (Ferrai és mtsai., 2009; Taylor és 
mtsai., 2010). Ennek a jelenségnek a magyarázata ma még nem ismert. 
A sejtmagi polimer aktinnak a transzkripció folyamatában betöltött szerepére először az 
utalt, hogy az aktin polimerizációját gátló drogok, illetve aktin motor fehérjék gátlásával 
jelentős génexpressziós leállás következett be. Humán embrionális sejtvonalban (HEK293T) 
azt figyelték meg, hogy a Latrunculin B és Cytochalasin D aktin monomert, illetve polimert 
kötő, így a polimerizációt gátló szerek lecsökkentették az rRNS szintézis mértékét (Ye és 
mtsai., 2008). Ha az NM1 (Nuclear Myosin 1) sejtmagi aktin motor fehérjét RNS 
interferenciával lecsendesítették, akkor az Rpb6, Rpb8, a foszforilált RNS-polimeráz II 
(aktivált forma) és az aktin is leváltak a vizsgált promóterekről, míg a foszforilálatlan (nem 
aktív) RNS-polimeráz II szintje nem változott (Almuzzaini és mtsai., 2015). Az aktin 
motorfehérje gátlásával kapcsolatos eredmények, illetve a polimerizációt gátló drogok 
génexpressziót gátló hatása tehát azt a nézetet erősíti, hogy a sejtmagi aktin polimerizáció 
folyamata nélkülözhetetlen a megfelelően működő transzkripcióhoz. 
A citoplazmatikus és a sejtmagi aktin készlet közötti kapcsolat, valamint a monomer és 
polimer forma közötti egyensúly génszabályozásban betöltött szerepét bizonyítja a nemrég 
felderített SRF (Serum Response Factor) fehérje által indukált génaktivációs útvonal is. Az 
SRF egy transzkripciós faktor, mely a monomer aktint kötő MAL (Myocardin-related 
transcription factor A) kofaktorral együtt szabályozza a célgének kifejeződését. Ha szérum 
indukció következtében a citoplazmában az aktin polimerizálódik, akkor a MAL kofaktor 
felszabadul a monomer aktin kötése alól, ennek következtében a fehérje sejtmagi 
lokalizációért felelős szignálszekvenciája hozzáférhetővé válik és a sejtmagba 
transzportálódik. Itt szintén képes monomer aktint kötni, mely elősegíti az exportját 
(Vartiainen és mtsai., 2007), azonban az extracelluláris szérum indukció következtében a 
sejtmagba transzportálódó mDia1/2 forminok működésének köszönhetően a sejtmagi aktin is 
polimerizálódik. A MAL tehát felszabadul a monomer aktin általi kötött állapotából a 
sejtmagban is, aminek következtében a magban marad és ott képes az SRF kofaktoraként azt 
segíteni (Treisman, 2013). A sejtek növekedése során aktiválódó integrin jelátviteli kaszkád 
szintén ezen az útvonalon keresztül indukálja az SRF útvonalat (Plessner és mtsai., 2015). 
Tehát az aktin citoplazmatikus, valamint sejtmagi polimerizációs/depolimerizációs 
egyensúlya, mely külső stimulusoktól függően változhat, képes bizonyos transzkripcióban 





7. ábra Az aktin szerepe a szérum, illetve integrin indukciót követő génexpressziós 
változásokban. Szérum indukciót, valamint az integrin szignál transzdukciós útvonal 
aktivációját követően az mDia1/2 forminok a sejtmagba szállítódnak, ahol az aktin 
polimerizációján keresztül felszabadítják a MAL kofaktort a monomer aktin kötése alól. 
Ennek következtében a MAL képessé válik az SRF transzkripciós faktorhoz kapcsolódni és 
annak kofaktoraként működni. LINC - Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton 
(Citoszkeleton és nukleoszkeleton összekapcsoló komplex). NPC – Nuclear Pore Complex 
(Magpórus komplex). Forrás: (Plessner és mtsai., 2015). 
 
Az aktin transzkripcióban betöltött szerepére vonatkozó másik, részletesen ismert példa 
a retinsav (Retinoic acid, RA) által indukált HoxB gén aktivációja. A gén bekapcsolásához 
szükség van a Prep1-Pbx1 aktivátor komplexre (Ferretti és mtsai., 2000). A Prep1 képes kötni 
az RNS-polimeráz II-t és a béta-aktint (Diaz és mtsai., 2007), valamint az N-WASP 
(Neuronal Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) fehérjét, mely utóbbi elősegíti az aktin 
polimerizációt (Ferrai és mtsai., 2009). Ha az aktint drogkezeléssel depolimerizálják, akkor az 
N-WASP null mutánshoz és a nem polimerizálható aktin túltermeléséhez hasonlóan a HoxB 
transzkripció gátlása jelentkezik, tehát az aktin polimerizáció szükséges a génaktivációhoz. 
Egy további mechanizmus, amivel az aktin hozzájárulhat a génexpresszió 
aktivációjához, a negatív transzkripciós regulátorok eltávolítása a szabályozó régiókról. A 
Toll-like receptor (TLR) által aktivált gének negatív regulátora a Nuclear receptor Co-
Repressor (NCoR) komplex, mely az aktiváció során leválik a promóterről. Ebben a 




létrejön, az a negatív regulátor eltávolítását, és így a TLR célgénjeinek aktivációját okozza 
(Huang és mtsai., 2011). 
Az aktin mindezek mellett pluripotencia gének szomatikus sejtekben történő 
reaktivációjához is szükségesnek bizonyult. Az oct4 pluripotencia gén a szomatikus, 
differenciált sejtek magjában inaktív, azonban Xenopus petesejtbe átültetve újra aktiválódik 
(Miyamoto és mtsai., 2011). A már korábban említett N-WASP aktin polimerizációs faktor 
ebben a folyamatban is alapvetőnek bizonyult. A fehérjére alapállapotban egy autoinhibíciós 
szerkezet jellemző, melyet a Toca-1 nevű fehérje képes feloldani, és így az N-WASP-ot 
aktívvá tenni. A Toca-1 tevékenysége nélkül az oct4 reaktiváció nem történik meg (Ho és 
mtsai., 2004), mely arra utal, hogy az aktin polimerizációja nélkülözhetetlen a folyamatban. 
Az aktin egyértelmű, molekuláris szerepe az RNS-polimeráz DNS mentén történő 
mozgásában és működésében még számos tekintetben ismeretlen, így erről jelenleg két 
különböző elképzelés is található az irodalomban (8. ábra). Az egyik nézet szerint a Miozin 1 
sejtmagi izoformája (Nuclear Myosin I, NMI) az RNS-polimerázhoz kötődő rövid aktin 
oligomerekhez és a DNS-hez kapcsolódik, a polimeráz mozgása pedig ennek az aktin-miozin 
motorműködésnek köszönhető (8. ábra, felső sor). Egy másik, sokkal elfogadottabb és 
valószínűbb elképzelés szerint az aktin egyrészt jelen van a képződő RNS-re felépülő hnRNP 
(heterogenous nuclear Ribonucleoprotein) RNS-fehérje komplexben, ezen keresztül pedig 
kapcsolatban áll a génexpresszióhoz szükséges kromatin szervező és átrendező komplexekkel 





8. ábra Különböző hipotézisek az aktin és az RNS-polimeráz DNS mentén történő 
mozgásának kapcsolatáról. (A) Az RNS polimeráz mozgása az aktin oligomerekhez és a 
DNS-hez kapcsolódó motor fehérje (Nuclear Myosin I, NMI) működésének következtében 
alakul ki. (B) Az aktin a képződő RNS molekulákra felépülő fehérje komplex (hnRNP) tagja, 
melyen keresztül kapcsolatban áll a kromatin átrendező és módosító komplexekkel is. CRC – 
Chromatin Remodelling Complex (Kromatin átrendező komplex), HAT – Hiszton 
acetiltranszferáz komplex. NPC – Nuclear Pore Complex (Magpórus komplex). Forrás: (Visa 
és Percipalle, 2010). 
 
1.1.6. Az aktin feladata a sejtmagi transzport folyamatokban 
Az aktin szerepet játszik a transzkripció során átírt RNS molekulák érésében és 
citoplazmába történő kiszállításában is. Ezt biokémiai kísérletekben is bizonyították, ahol az 
aktin koimmunprecipitációs kísérletekben kölcsönhatást mutatott számos, RNS érésben és 
szállításban részt vevő fehérjefaktorral. Ilyen többek között az átíródó RNS-re felépülő 
hnRNP komplex egyik tagja, a hnRNP U (Kukalev és mtsai., 2005) fehérje, vagy az eIF-5A 
fehérje (eukaryotic Initiation Factor 5A) (Hofmann és mtsai., 2001), mely utóbbi a HIV1 Rev 
fehérje és a virális RNS-ek sejtmagi exportjáért felelős (Elfgang és mtsai., 1999). Az is 
igazolódott, hogy az aktin a nem vírus eredetű, gazda fehérjék exportjához is szükséges, mint 
például a Protein Kináz Inhibitor 1 (PKI1). Az exportban részt vevő aktin forma vizsgálatához 
különböző toxinkezeléseket hajtottak végre, ilyen a már korábban említett Latrunculin B, 
illetve az aktin dimereket lekötő Swinholide. A Latrunculin a Swinholide-dal ellentétben 




bizonyult funkcionálisnak ebben a folyamatban (Hofmann és mtsai., 2001). Mindezek 
ellenére máig nem egyértelmű, hogy az RNS exporthoz az aktin mely formája szükséges, 
ugyanis más laboratóriumok közleményeiben a polimer formát tartják fontosabbnak (Kimura 
és mtsai., 2000). 
Az mRNS exportban betöltött funkcióján túl az aktin szerepet játszik az 
összeszerelődött riboszóma alegységek sejtmagi exportjában is. Ebben a folyamatban szintén 
esszenciálisnak bizonyult az NM1 aktin motorfehérje is, mely polimer aktin jelenlétét 
feltételezi a folyamatban (Cisterna és mtsai., 2006). 
 
1.1.7. Az aktin szerepe a DNS hibajavításban 
Mint az korábban már említésre került, különböző külső stimulusok különböző 
biokémiai tulajdonságú, ebből következően valószínűleg molekulárisan és biológiailag 
különböző funkciójú sejtmagi aktin polimerek képződését indukálják. Egy ilyen sejtmagi, 
polimer aktin alpopulációnak tekinthetőek a DNS károsodást, illetve kettősszálú DNS törést 
létrehozó hatások után kialakuló aktin filamentumok. A kiváltó hatások lehetnek különböző 
kémiai ágensek, mint például metlil-metán-szulfonát (MMS), neocarzinostatin (NCS) vagy 
UV sugárzás, de ezek az aktin polimerek akkor is létrejönnek, ha szabad telomer végek 
alakulnak ki. Az aktin DNS hibajavításban betöltött szerepére utal, hogy ha megzavarták az 
aktin magi importját, tehát lecsökkent a sejtmagi aktin szint, akkor jelentősen megnövekedett 
a kettős szálú DNS törések száma a sejtben (Belin és mtsai., 2015). A mai modell szerint a 
DNS károsodás következtében kialakuló aktin filamentumok a kromatin mozgatásán és/vagy 
hibajavító faktorok szállításán keresztül járulnak hozzá a törések javításához. 
 
1.1.8.  A sejtmagi aktin vizsgálatának nehézségei 
A sejtmagi aktin kutatása napjainkban még számos technikai nehézségbe ütközik. Ezek 
közül az egyik legfontosabb, hogy az aktin nagy mennyiségben megtalálható a sejt 
citoplazmájában is, ahol esszenciális funkciókkal rendelkezik. Emiatt a sejtmagi aktin 
funkciója nem vizsgálható a klasszikus genetikai megközelítésekkel, mivel az aktin mutánsok, 
illetve RNS interferenciával lecsendesített formák esetében a sejt a citoplazmás aktin hiánya 
miatt nem életképes. A sejtmagi aktin szintjének módosítása a citoplazmás funkció 
megzavarása nélkül az aktin magi transzportját végző faktorokon keresztül lehetséges. Az 
aktin magi importjához szükséges importin9 és cofilin gének csendesítésével lecsökkenthető a 




gátlódik, aminek következtében emelkedett sejtmagi aktinszint alakul ki. A transzport 
faktorokról azonban jelenleg nem zárható ki, hogy az aktin mellett további szállítmányaik is 
vannak, valamint hogy a sejtmagban önálló funkcióval rendelkeznek, így a másodlagos 
hatások miatt kialakuló fenotípusok jelenleg nem zárhatóak ki teljesen. 
Egy másik jelentős kihívás a sejtmagi aktin láthatóvá tétele a sejtmagban. A legnagyobb 
problémát ebben az okozza, hogy a sejtmagban a citoplazmához képest jóval kevesebb aktin 
található. Általánosan használt módszer a fluoreszcensen jelölt falloidinnel történő festés, 
mely a legalább hét monomerből felépülő aktin polimerhez képes kapcsolódni. A falloidin 
azonban erősen toxikus a sejtekre, ezért elsősorban fixált, permeabilizált minták vizsgálatára 
használható, és ott is csak polimer formák jelölésére alkalmas, holott a sejtmagban elsősorban 
G-aktin található. A sejtmagi aktin követésére használt másik elterjedt eljárás magának az 
aktin fehérjének a megjelölése fluoreszcens fehérjével vagy kémiai fluorofórral, illetve ezek 
mellett egy vagy több sejtmagi lokalizációs szignállal a sejtmag-specifikus elhelyezkedésért. 
Az ilyen konstrukció transzgenikusan termeltethető, így alkalmas élő minták vizsgálatára is. 
Ezek a fehérjeformák azonban jelentősen rontják az aktin polimerizációs képességét, így 
befolyásolják működését is (Chen és mtsai., 2012). Szintén elterjedt módszer különböző 
polimer, illetve monomer aktint kötő fehérjék vagy azok aktin kötésért felelős, NLS-sel 
felszerelt doménjét fluorofórral jelölni és termeltetni, erre példa többek között a LifeAct 
(Riedl és mtsai., 2008), Utrophin (Burkel és mtsai., 2007), MAL-RPEL1 (Belin és Mullins, 
2013) vagy az F-Tractin (Johnson és Schell, 2009) fehérjék aktinkötő doménje. Azonban a 
legtöbb esetben ezekről a formákról is bebizonyosodott, hogy ha csak kis mértékben is, de 
befolyásolják, megzavarják az endogén aktin szintjét, illetve funkcióját. A legújabb, és az 
endogén aktinnal legkevésbé interferáló aktin követési rendszer az úgynevezett Actin-
Chromobody módszer (Rocchetti és mtsai., 2014). A technika alapja egy, a tevefélék 
családjában termelődő speciális ellenanyag, mely a konvencionális szerkezetű 
ellenanyagokkal ellentétben mindössze egy nehézláncból áll, ami tartalmazza a specifitásért 
felelős variábilis régiót. Ezt az antigén kötésért felelős régiót használják fel fluoreszcens 
jelölő fehérjével fúzionáltatva, mely tehát jelentősen kisebb méretű, így kevésbé zavarhatja 
meg az endogén aktin funkcióját. Kísérletesen a korábbi technológiáknál megfelelőbbnek 




1.2. AZ ERM fehérjecsalád 
Az aktin a citoplazmás működéséhez hasonlóan nem önmagában, hanem aktinkötő és 
aktinszerű fehérjékkel kölcsönhatásban látja el funkcióját a sejtmagban is. Ezek 
befolyásolhatják az aktin polimerizációját, depolimerizációját, a sejtmagon belüli 
lokalizációját, valamint különböző fehérjéket horgonyozhatnak az aktinhoz, illetve aktin 
polimerekhez. Ilyen, az aktinhoz további fehérjéket horgonyzó tagokat foglal magába például 
az ERM fehérjecsalád, mely nevét az alapító tagok kezdőbetűiről kapta: Ezrin-Radixin-
Moesin. A fehérjecsalád erősen konzervált, megtalálható az emlősökben is. A fehérjék 
egymáshoz nagyon hasonló szerkezetűek (9. ábra), rendelkeznek egy körülbelül 300 
aminosavból álló FERM-doménnel (4.1, Ezrin. Radixin. Moesin), mely egy három 
aldoménből álló általános fehérje kötő domén, egy körülbelül 70 aminosavból álló, C-
terminális aktinkötő-doménnel, illetve a kettő között található, körülbelül 200 aminosav 
hosszú flexibilis alfa-helikális régióval. 
 
9. ábra Az ERM fehérjék egymáshoz nagyon hasonló szerkezetűek: rendelkeznek egy N-
terminális fehérjekötő FERM-doménnel (kék), egy középső, flexibilis helikális régióval 
(zöld), valamint egy C-terminális aktinkötő-doménnel (piros). F1-F3: FERM-aldomén. 
Forrás: (Maniti és mtsai., 2012). 
 
A FERM-domén megtalálható más fehérjecsaládok tagjaiban is, ma már összesen több 
mint 50 FERM-doménnel rendelkező fehérjét ismerünk. A doménen belül két kitüntetett régió 
bizonyult fontosnak a különböző fehérjékkel történő interakciókhoz. Az egyik egy hidrofób 
árok, mellyel transzmembrán fehérjékhez (pl. a CD44) képes kapcsolódni, míg a hidrofób 
hélix-kötőhely olyan rövid alfa-hélixekre specifikus, mint amilyen például az NHERF1 és 
NHERF2 fehérjékben található. Az ERM fehérjék inaktív állapotban zárt konformációt 
vesznek fel, azonban a sejtmembránban található foszfatidilinozitol-difoszfát (PIP2) kötését, 






10. ábra Az ERM fehérjékre inaktív állapotban zárt konformáció jellemző. PIP2 kötését, 
valamint egy foszforilációs lépést követően azonban a fehérjék nyitottá, és ezáltal aktívvá 
válnak. Forrás: (Maniti és mtsai., 2012). 
 
Ez az aktív forma képes a FERM-domén által különböző plazmamembrán fehérjéket 
megkötni, és azokat az aktinkötő-doménjével a plazmamembrán alatt található kortikális aktin 
hálózathoz horgonyozni. Az aktin hálózathoz kihorgonyzott fehérje természetétől függően az 
ERM fehérjék számos esszenciális folyamatban vesznek részt. Különböző receptor fehérjéken 
keresztül például szerepük van az inzulin és a Rho jelátvitelben (Lopez és mtsai., 2010), 
valamint az apoptózis folyamatában is (Leroy és mtsai., 2016). A jelátviteli folyamatok 
mellett alapvető szerepük van a sejtváz szervezésében, a sejtalak meghatározásában és 
fenntartásában, a mikrovillusok szerveződésében és a metasztázis folyamatában is. Ezek 
alapján az ERM fehérjéknek fontos szerepet tulajdonítanak a rákos folyamatokban is. Az 
Ezrin fehérje esetében például azt találták, hogy a rákos sejtek invazív képességével 
arányosan termelődik túl, emellett pedig a sejtekben megfigyelhető eloszlása is megváltozik 
(Leiphrakpam és mtsai., 2014).  
 
1.2.1. A Drosophila Moesin fehérjéje 
A Moesin az ERM fehérjecsalád egyetlen képviselője az általunk használt 
modellszervezetben, az ecetmuslicában (Drosophila melanogaster). A gén a muslica első 
kromoszómáján található a 8B4-8B6 citológiai régióban. A génről összesen tizenhárom RNS 
izoforma (RA-RM) íródik át, amelyek elsősorban a nem transzlálódó régióikban különböznek 
egymástól. Az egyes fehérje izoformák (PA-PM) ennek megfelelően szintén hasonlóak. Ezek 




megegyeznek (11. ábra). Munkánk során az utóbbi csoportnak megfelelő cDNS szekvenciával 
dolgoztunk, melyről 67,9 kDa méretű fehérje termelődik. 
 
  
11. ábra Az ecetmuslica moesin génjéről átíródó különböző RNS (RA-RM) és fehérje (PA-
PM) izoformák (www. flybase.org). 
 
A Moesin fehérje esetében az autoinhibíciós állapotból történő konformációs aktiváció 
folyamata már részletesen ismert (Ben-Aissa és mtsai., 2012). Mint az már korábban említésre 
került, ehhez a membránban található PIP2 kötésére van szükség. A Moesin fehérjekötő 
FERM-doménje három aldoménből épül fel, melyből a harmadikban (204-297. aminosavak) 
található két kitüntetett régió bizonyult felelősnek a PIP2 megkötéséért. Ezeket POCKET (63. 
és 278. lizin) és PATCH (253., 254., 262., 263. lizin) régióknak nevezzük. A zárt 
konformációban a PATCH kötőhelyet egy FLAP elnevezésű savas fehérje szakasz részben 
inaktiválja, de a PIP2 kötését követően a PATCH teljesen szabaddá válik. A kötés azonban 







Moesin-PIP2 kötés, és ezáltal nyitott, aktív konformáció alakul ki (12. ábra). Az aktív 
konformáció stabilizációjához szükséges még ezen túl a C-terminális részben található, 
konzervált treonin aminosav foszforilációja is. 
 
 
12. ábra A Moesin PIP2 általi aktivációjában (1, 2) valamint fehérje-fehérje 
kölcsönhatásaiban (3, 4) szerepet játszó FERM-domén régiók. Forrás: (Ben-Aissa és mtsai., 
2012). 
 
A Moesin tehát egy evolúciósan konzervált, aktinkötő fehérje, mely a sejt számára 
alapvető citoplazmatikus funkciókkal rendelkezik, amit számos ismert és feltételezett 
kötőpartnerrel együttműködve valósít meg (13. ábra).  
Csoportunk néhány évvel ezelőtt azonban azt a meglepő megfigyelést tette, hogy a 
Moesin fehérje jelen van a nyugalmi állapotú, interfázisos sejtmagban is. Irodalmi adatok, 
valamint a Drosophilában elvégzett, genom szintű élesztő-kéthibrid vizsgálatban 
(http://pim.hybrigenics.com) a Moesin esetében megállapított kölcsönható partnerek (14. 








14. ábra Élesztő-kéthibrid vizsgálat alapján számos potenciális sejtmagi kötőpartnere lehet a 
Moesin fehérjének, melyek között találunk transzkripciós faktorokat vagy a nukleoszóma 
összeszerelődéshez szükséges fehérjéket is (http://pim.hybrigenics.com). 
 
Rendelkezésünkre állnak és a Drosophila törzsközpontokból is elérhetőek különböző 
moesin mutáns törzsek, melyek a kódoló részben található P-elem inszerció következtében 
jöttek létre. Ezek null mutánsnak tekinthetőek, fenotípusuk homozigóta letális, az anyai hatás 
következtében azonban a mutáns egyedek a harmadik lárvastádium végéig is élhetnek. Ezek 
mellett rendelkezésünkre áll egy olyan vonal is, ahol a P-elem beépülés a szabályozó részben 
történt, ez pedig hipomorf mutánsnak tekinthető. Az irodalomban leírtak továbbá egy olyan 
törzset is (Polesello és mtsai., 2002), ahol a letalitást okozó P-elem a Gal4 transzkripciós 
A B 
13. ábra A Moesin fehérje ismert 
és prediktált, fizikai (A) és 
genetikai (B, piros: gátló, kék: 






faktor kódoló szekvenciáját hordozza, melynek átíródása tehát a moesin saját szabályozó 
elemeinek irányítása alatt áll. Ezt a törzset sikeresen alkalmazták olyan menekítési 
kísérletekben, ahol a teljes hosszúságú Moesin konstrukció termelődését a Gal4 fehérje által 
felismert specifikus UAS (Upstream Activation Sequence) régió szabályozta. 
A mutáns törzsek azonban nem alkalmasak a Moesin fehérje sejtmagi funkciójának 
vizsgálatához, ugyanis ez esetben az esszenciális citoplazmatikus funkciók is sérülnek. 
Jelenleg a citoszkeletális, aktinkötő fehérjék sejtmagi funkciójáról még nagyon keveset 
tudunk, valamint a sejtmagi aktinnal kapcsolatban is sok megválaszolatlan kérdés áll előttünk. 
Úgy gondoljuk, hogy a Moesin fehérje vizsgálatán keresztül nem csak az eddig kizárólagosan 
citoplazmatikusként ismert ERM fehérjék sejtmagi funkciójáról, de magáról a sejtmagi 






Az utóbbi évtized egyik legizgalmasabb felfedezése a sejtbiológiában, hogy az 
eukarióta sejtmag szabályozott mennyiségű aktint tartalmaz. Ehhez a felismeréshez 
kapcsolódott laboratóriumunk megfigyelése, amely szerint a Drosophila egyik fontos, 
aktinkötő fehérjéje, a Moesin is jelen van a sejtmagban. Munkám során ennek a 
megfigyelésnek a részletes vizsgálatával foglalkoztam. A citoplazmában a Moesin elsősorban 
aktin polimerekhez horgonyoz további fehérjéket, azonban a hosszú polimer aktin jelenléte és 
funkciója a sejtmagban ma sem teljesen elfogadott és bizonyított. Így felmerül tehát a kérdés, 
hogy van-e a Moesin sejtmagi lokalizációjának biológiai jelentősége, van-e a fehérjének 
funkciója a sejtmagban. Ennek megválaszolására a Moesin sejtmagon belüli eloszlását, a 
lokalizáció mintázatát kívántuk meghatározni (1), továbbá célul tűztük ki a Moesin fehérje 
sejtmagi import és export folyamatainak vizsgálatát (2), valamint az ott betöltött 
funkció/funkciók felderítését (3). Dolgozatomban ezeket a kérdéseket vizsgáló kísérleteinket, 




3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
3.1. Drosophila módszerek 
3.1.1. Drosophila törzsek fenntartása és készítése 
A Drosophila törzseket hagyományos muslica táptalajon neveltük 25 °C-on. A 
munkához szükséges mutáns, illetve transzgenikus törzseket a Bloomington-i törzsközpontból 
rendeltük meg: w; MKRS, P{hs>FLP}86E/TM6Tb (#279), w[1118]; P{Sgs3-GAL4.PD}TP1 
(#6870), w; P{w[+mC]=UASp-GFP.Act57B} (#9256), y[1] v[1]; P{TRiP.HM05048}attP2 
(#28562) és UAS>PABP-FLAG (#9420). Az UAS>Rae1-GFP törzset Wu Chunlai (LSU 
Health Sciences Center, New Orleans, Louisiana, U.S.A.) laboratóriuma bocsátotta 
rendelkezésünkre, az UAS>actMoe-GFP törzset a készítő laboratóriumtól kértük el (Edwards 
és mtsai., 1997). 
Az UAS>Moesin-GFP és UAS>Moesin-HA törzsek készítéséhez a Moesin kódoló 
szekvenciáját cDNS templátról (SD10366, DGC Gold collection, BDGP) PCR reakcióban 
felsokszoroztuk. Ehhez olyan forward és reverz primereket alkalmaztunk, melyek hordozták a 
gateway rendszer rekombinációs felismerőhelyeit (aláhúzva): (Moe cDNSFw) 5’ - GGGG 
ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC ACC ATG TCT CCA AAA GCG CTA - 
3’ és (MoecDNSRev) 5’ - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC GCT 
GGA CAT GTT CTC AAA C - 3’ A PCR terméket ezután gateway BP rekombinációval a 
pDONR221 vektorba (Drosophila Gateway Vector Collection) építettük, melyből azután a 
cDNS-t gateway LR rekombinációval a megfelelő jelölő epitópot tartalmazó célvektorokba 
klónoztuk tovább. A pPWG és pPWH (Drosophila Gateway Vector Collection) célvektorokat 
használtuk, melyek C-terminálison történő GFP, illetve HA jelölés létrehozására alkalmasak 
és a fehérje termelődését a Gal4 fehérjével indukálható UAS promóter által szabályozzák. 
Mivel a Drosophila Gateway rendszer nem tartalmaz V5 epitóp taggel ellátott célvektort, ezért 
a V5-tel történő jelöléshez a PCR reakcióban használt primerek a rekombinációs 
felismerőhely mellett hordozták a V5 szekvenciáját is (aláhúzva). Az N-terminálison történő 
V5 tageléshez: (V5Moe_cDNSFw) 5’ - GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TTC ACC ATG AAT GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT 
TCT ACG ATG TCT CCA AAA GCG CTA – 3’, a C-terminálison történő V5 tageléshez 
(MoeV5_cDNSRev) 5’ - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CGT AGA 
ATC GAG ACC GAG GAG AGG GTT AGG GAT AGG CTT ACC ATT GCT GGA CAT 




pDONR221 vektorba rekombináltuk, majd a pPW célvektorba (Drosophila Gateway Vector 
Collection) klónoztuk tovább, amely a genomba integrálódás után indukálható UAS promóter 
általi szabályozást biztosít. A V5 jelölést a fehérje N-, illetve C-terminálisán is elkészítettük. 
A létrehozott konstrukciókat szekvenáltatással ellenőriztük, majd az SZBK Genetikai Intézet 
injektáló szolgálatával, hagyományos módszerrel Drosophila embriókba injektáltuk és a 
transzformánsokból törzseket alapítottunk.  
 
3.1.2. Lárvális nyálmirigy preparálás és immunfestés 
A harmadik fejlődési stádiumú Drosophila lárvákat Ringer oldatban (182 mM KCl, 46 
mM NaCl, 3 mM CaCl2, 10 mM Tris-HCl pH 7.2) boncoltuk, majd a nyálmirigyeket 4 %-os 
paraformaldehid-PBS fixáló oldatba (PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 
1,8 mM KH2PO4) helyeztük 20 percig. Ezután a fixáló oldatot 2x10 perces PBS-sel történő 
mosással eltávolítottuk, majd a mintákat PBT (PBS+0.1 % Triton-X) oldatban 
permeabilizáltuk 10 percig. A blokkolás PBT-N oldatban (PBT+1 % BSA+5 % FCS) történt 1 
órán át. A nyálmirigyeket az elsődleges ellenanyaggal éjszakán át forgattuk 4 ºC-on. A 
felhasznált ellenanyagok és higításaik a következők voltak: anti-Moesin 1:2000, anti-V5 
1:400, anti-GFP (nyúl) 1:500. Ezután a mintákat kétszer 10 percig mostuk PBT-vel, majd 2 
órán át inkubáltuk sötétben a másodlagos ellenanyagot (1:600, Life Technologies), illetve a 
DNS jelöléséhez DAPI festéket (Sigma-Aldrich, D9564) (0,2 µg/ml) tartalmazó PBT-N-ben. 
Ezt követően a mintákat ismét kétszer 10 percig mostuk PBT-vel, majd végül a 
nyálmirigyeket tárgylemezre helyeztük, és 20 µl beágyazó médiummal (Fluoromount G, 
Southern Biotech) lefedtük. Az elkészült mintákat Leica konfokális mikroszkóp (Leica TCS 
SP5 Confocal Microscope) 63x, 1.4 NA olajimmerziós objektívjével vizsgáltuk és 
fényképeztük. 
 
3.1.3. Élő lárvális nyálmirigyek mikroszkópos vizsgálata, FRAP kísérlet 
A nyálmirigyeket a fent leírt módon kiboncoltuk, majd 10 % FBS szérummal 
(Whittaker) kiegészített, szobahőmérsékletű Drosophila Schneider’s oldatot (Lonza) 
tartalmazó 3,5 cm átmérőjű szövettenyésztő Petri csészébe helyeztük. A nyálmirigyeket 
tartalmazó csészét ezt követően azonnal Leica mikroszkóp alá helyeztük (Leica TCS SP5 
Confocal Microscope, 63x, 1.4 NA olajimmerziós objektív). 
A FRAP kísérletek esetén ugyanígy jártunk el, ehhez azonban a FRAP programmal is 




kiválasztott sejtről fotót készítettünk, majd a sejtmag egy kis területét 30 másodpercen át erős 
intenzitású UV tartományú lézerrel sugároztuk be a teljes sejtmag kifakításának érdekében. 
Ezt követően a sejtről 3 másodpercenként 30 percen keresztül fotókat készítettünk, melyeket 
az EasyFrap program segítségével értékeltünk ki. 
 
3.1.4. Harmadik stádiumú lárvák szinkronizálása 
Az állatok szinkronizálásához a táptalajba 0.02 % brómfenolkék festéket (Sigma-
Aldrich) kevertünk. Ennek következtében az állatok szabad szemmel megfigyelhetően is kék 
színűek lesznek. A harmadik lárvastádium végén azonban a táplálkozást abbahagyják és a 
vándorló stádiumba lépnek, melynek során az eltelt idővel arányosan a táplálék kiürül, és az 
állatok színe ismét sárga lesz ((Capelson és mtsai., 2010) alapján). Mintavételi időpontnak 
vándorló sötétkék (Puff stádium 1-2 = PS1-2), világoskék és sárga (PS5-8) állatokat 
választottunk. A világoskék stádiumot további két részre osztottuk annak függvényében, hogy 
a boncolás során a gyomor kék (fiatalabbak, PS3-4) vagy sárga (idősebbek, PS5-8) színű volt. 
Az ebben a négy időpontban gyűjtött lárvák nyálmirigyéből politén óriáskromoszóma 
preparátumokat készítettünk. 
 
3.1.5. Politén kromoszóma preparátum készítése és immunfestése 
A kromoszóma preparátumokhoz használt Poli-L-lizinnel (Sigma-Aldrich) kezelt 
tárgylemezek elkészítéséhez először a folyékony nitrogénnel történő fagyasztásra alkalmas 
(SuperFrost) tárgylemezeket 96 %-os etanollal mostuk, szárítottuk, majd 10 percig, fecskendő 
szűrővel átszűrt Poli-L-lizin oldatban (50 µg/ml) inkubáltuk, végül egymástól elkülönítve 
elszívó fülke alatt éjszakán át megszárítottuk. Az így előkezelt lemezekre helyeztük a fent 
leírt módon kiboncolt, majd 45 %-os ecetsav-PBS oldatban 5 percig fixált nyálmirigyeket 50 
µl-es cseppben. Ezután a nyálmirigyeket fedőlemezzel lefedtük, majd a fedőlemez 
lenyomásával a kromoszómákat kiterítettük. A minta minőségét fáziskontraszt mikroszkóppal 
ellenőriztük. A megfelelően kiterült kromoszóma preparátumokat folyékony nitrogénben 
lefagyasztottuk, majd a fedőlemezt pengével eltávolítottuk. A mintát 1xPBS-sel leöblítettük, 
majd PBT-N oldatban blokkoltuk 1 órán át, szobahőmérsékleten, nedves kamrában. Ezután az 
elsődleges ellenanyaggal nedves kamrában, éjszakán át, 4 °C-on inkubáltuk. A kromoszóma 
festéshez felhasznált elsődleges ellenanyagok és hígításaik a következők voltak: anti-Moe 
1:1000, anti-HA 1:200, anti-Polymerase II CTD PS2 (nyúl) 1:200, anti-Polymerase II CTD 




Ezt követően a preparátumot 2x10 percig mostuk PBT-vel, majd a másodlagos ellenanyaggal 
(1:600, Life Technologies), valamint a DNS festéséhez DAPI festékkel (0,2 µg/ml) 
inkubáltuk 2 órán át, sötétben, szobahőmérsékleten, nedves kamrában. Végül a mintákra 20 µl 
beágyazó médiumot mértünk (Fluoromount G, Southern Biotech), lefedtük, és Leica 
konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk (Leica TCS SP5 Confocal Microscope, 63x, 1.4 NA 
olajimmerziós objektív). 
 
3.1.6. Lárvális nyálmirigyek triptolid és ekdizon hormonnal történő 
kezelése 
A fent leírt módon kiboncolt nyálmirigyeket Drosophila Schneider’s médiumban 
(Lonza) 1 µM-ra hígított triptolidot (Calbiochem, Cat.No. 645900, lot.: D00117696) 
tartalmazó Eppendorf csövekbe helyeztük. 45 perces, szobahőmérsékleten történő inkubációt 
követően az oldatot lecseréltük 45 %-os ecetsav-PBS-re, majd az előzőekben leírt módon a 
nyálmirigyekből politén óriáskromoszóma preparátumot készítettünk.  
Az ekdizon hormonnal történő kezeléshez a nyálmirigyeket a már leírt módon 
kiboncoltuk, majd 20 µM, Drosophila Schneider’s médiumban (Lonza) hígított Ponasterone 
A-t (Ekdizon analóg, Cayman Chemical) tartalmazó Eppendorf csövekbe helyeztük át. Az 1, 
2 és 3 órás inkubációt követően a nyálmirigyeket tárgylemezre tettük, kevés tápoldatban 
lefedtük és fixálás nélkül, azonnal Leica konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk (Leica TCS 
SP5 Confocal Microscope, 63x, 1.4 NA olajimmerziós objektív). 
 
3.1.7. Nyálmirigyek hősokk kezelése 
Harmadik fejlődési stádiumú lárvákat 1,5 ml-es Eppendorf csövekbe helyeztük és 30, 
illetve 60 percig 37 °C-os vízfürdőben hősokkoltuk. Ezt követően a nyálmirigyeiket azonnal 
kiboncoltuk és 4 % paraformaldehid-PBS-sel fixáltuk, a fent leírtak szerint immunfestettük, 
végül Leica konfokális mikroszkóp alatt vizsgáltuk (Leica TCS SP5 Confocal Microscope, 
63x, 1.4 NA olajimmerziós objektív). 
 
3.2. S2R+ sejtkultúra módszerek 
3.2.1. S2R+ sejtek fenntartása, transzfekciója és immunfestése 
A sejteket 25 °C-on neveltük Drosophila Schneider’s médiumban (Lonza), melyet 10 % 





A sejtek transzfekciójához az Effectene Transfection Kit-et használtuk (Qiagen), 
melynek során követtük a gyártó instrukcióit. Fehérje termeléshez 2x106 kiindulási sejtszámot 
alkalmaztunk 6 cm átmérőjű műanyag Petri csészékben (Nunclon), majd 2 nap inkubáció után 
fehérje preparátumokat készítettünk. Immunfestéshez 24 lyukú szövettenyésztő lemezt 
használtunk (Greiner), amelynek során 6 mm átmérőjű kerek fedőlemez (Menzel-Glaser) 
felszínén nevelve 2x105 sejt/lyuk kiindulási sejtszámmal dolgoztunk, majd két nap után 
fixáltuk a sejteket és a fent leírt eljárással immunfestést végeztünk. Immunfestéshez a kerek 
fedőlemezeket kivettük és a megfelelő oldatból parafilmre mért cseppekre fejjel lefelé 
ráhelyeztük. A felhasznált elsődleges ellenanyagok és hígításaik a következők voltak: anti-
Moe 1:2000, anti-V5 1:400, anti-Flag 1:500, anti-Myc 1:500. A felhasznált másodlagos 
ellenanyagok 1:600 higításban kerültek felhasználásra (Life Technologies). A sejtmagok 
kijelölésére DAPI festéket alkalmaztunk 0,2 µg/ml koncentrációban. A sejteket tartalmazó 
fedőlemezt tárgylemezre mért 5 µl beágyazó médiumra (Fluoromount G, Southern Biotech) 
helyeztük, majd Leica konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk (Leica TCS SP5 Confocal 
Microscope, 63.0x1.40 olajos objektív). 
Az RNS interferencia vizsgálatok esetén a sejteket 5 napon át inkubáltuk az RNS 
interferencia reagensekkel. Az eredmények kiértékeléséhez és dokumentálásához Zeiss Axio 
Imager M2 (63.0x1.40 objektív), illetve Leica TCS SP5 (63x, 1.4 NA olajimmerziós objektív) 
konfokális mikroszkópot használtunk. 
 
3.2.2. Expressziós konstrukciók készítése S2R+ sejtek transzfekciójához 
A molekuláris munkákhoz szükséges DNS oligonukleotidok elkészítését a Microsynth 
(Csertex Kft.) és az Integrated DNA Technologies (BioScience Kft.) cégek, a DNS 
szekvenálásokat pedig a BaseClear (Biocenter Kft.) cég és az SZBK szekvenáló platformja 
végezték számunkra. A Moesin FERM-doménjét, illetve az 5’ ΔNLS formáját termelő 
konstrukciók elkészítéséhez a Moesin cDNS-ét alkalmaztuk PCR templátként. A FERM-
domén Moesin esetében a teljes hosszúságú Moesin klónozásához korábban már használt 
Moe cDNSFw forward primert és a (FERM-Moe_cDNSRev) 5’ - GGGG AC CAC TTT GTA 
CAA GAA AGC TGG GTC GCT ATC GCC GTT CGT CAG CTC – 3’ reverz primert, az 5’ 
ΔNLS formához pedig a (Moe5’ΔNLS_cDNSFw) 5’ – GGGG ACA AGT TTG TAC AAAA 
AAG CAG GCT TCA CCA TGA ATG TGC GCG TCA CGA CA – 3’ forward primert, 
valamint a teljes hosszúságú Moesin klónozásához használt Moe_cDNSRev reverz primereket 




A további klónozási lépések megegyeznek a teljes hosszúságú Moesin klónozásával, ez 
esetben azonban a konstrukciókat a sejtekben történő, az Act5C promóter által konstitutív 
fehérje termelést biztosító, C-terminálison GFP-vel jelölő pAWG (Drosophila Gateway 
Vector Collection) célvektorba építettük. 
A rae1 gén esetében a teljes hosszúságú kódoló szekvenciát cDNS templátról 
felamplifikáltuk (LD40776, DGC Gold Collection, BDGP) a következő, gateway 
rekombinációs helyeket is hordozó (aláhúzva) forward, illetve reverz primerekkel: 
(Rae1_cDNSFw) 5’ - GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC ACC ATG 
TTTGGCGCCACACAAT – 3’, valamint (Rae1_cDNSRev) 5’ - GGGG AC CAC TTT GTA 
CAA GAA AGC TGG GTC GCT GGA GTTAATGCGCGGCTTG – 3’. A PCR terméket 
pDONR221 vektorba építettük, majd a konstrukciót szekvenáltatással (M13Fw -20 primer 5’ 
– GTAAAACGACGGCCAG – 3’, M13Rev primer: 5’ – CAGGAAACAGCTATGAC – 3’) 
ellenőriztük. A cDNS-t gateway LR rekombinációs reakcióval a szövettenyésztett sejtekben 
az Act5C promóter által konstitutív fehérje expressziót biztosító, a fehérjét N- illetve C-
terminálison Flag epitóp taggel jelölő pAFW, illetve pAWF (Drosophila Gateway Vector 
Collection) célvektorokba építettük.  
A nup98 gént teljes hosszúságú cDNS templátról (Cordula Schulz, University of 
Georgia, USA) sokszoroztuk fel a következő, a gateway rekombinációs helyeket is hordozó 
(aláhúzva) forward és reverz primerekkel: (Nup98-96_cDNSFw) 5’ - GGGG ACA AGT TTG 
TAC AAA AAA GCA GGC TTC ACC ATG TTT GGC GGC GCG AAA C – 3’, valamint 
(Nup98-96_cDNSRev) 5’ - GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC GCT 
GGA TAT CTC CAT CAT GG – 3’. A PCR terméket gateway BP rekombinációs reakcióval 
a pDONR221 vektorba építettük és a konstrukciót szekvenáltatással ellenőriztük a következő 
primerekkel: M13Fw -20 primer 5’ – GTAAAACGACGGCCAG – 3’, Nup98_Fw1 5’ - 
CGCCACCAGTACAACAGGAT - 3’, Nup98_Fw2 5’ – AGGATTCGGAGGCTTTGGAA – 
3’, Nup98_Fw3 5’ – CACACCAGCCCATTCATCAG – 3’, Nup98_Fw4 5’ – 
AAACCTTCACTTCGCAGCAG – 3’, Nup98_Fw5 5’ – TGATACCGCCGAGTTCCTTT – 
3’, Nup98_Fw6 5’ – ATGTGGAGGGTAGTGAGTGC – 3’, Nup98_Fw7 5’ – 
ATTTCACAGCCCCAACATCG – 3’, Nup98_Fw8 5’ – AACACATTGCTCCTGATGCC – 
3’, M13Rev primer: 5’ – CAGGAAACAGCTATGAC – 3’. Ezután a cDNS-t gateway LR 
reakcióval a szövettenyésztett sejtekben történő, az Act5C promóter által konstitutív fehérje 
termelésre alkalmas, N-, illetve C-terminálison Myc-kel jelölő pAMW, illetve pAWM 




A Drosophila S2R+ tenyésztett sejtekben történő termelésre alkalmas, V5 epitóppal 
jelölt PCID2, ZC3H3, l(1)10Bb, CG2063, CG2685, CG14701, CG31126 konstrukciókat 
Pamela Silver laboratóriuma bocsátotta rendelkezésünkre (Department of Systems Biology, 
Harvard Medical School, U.S.A.). 
A ΔNLS1, ΔNLS2 szekvenciákat a Nucpred (http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/ ) 
online program segítségével azonosítottuk. A ΔNLS1, ΔNLS2 és ΔNLS1+2 konstrukciókat 
mutagén PCR (Quick Change II Site Directed Mutagenesis KIT, Agilent, Cat No. 200523) 
segítségével hoztuk létre, ahol templátként a teljes hosszúságú Moesin-GFP konstrukciót 
(Moe-pAGW) használtuk. A ΔNLS1 mutáns készítéséhez a Del682-693 5'-
CCACGAGCTGTACATGCCGGACACCATCGATG-3' és a Del682-693-antisense 5'-
CATCGATGGTGTCCGGCATGTACAGCTCGTGG-3' primerpárt, míg a ΔNLS2 
elkészítéséhez a Del1341-1352 5'-CGA AGT GGA AGA CGC CGT CAT TGC GGC TGA 
AG-3' és a Del1341-1352R-antisense 5'-CTT CAG CCG CAA TGA CGG CGT CTT CCA 
CTT CG-3' primerpárokat használtuk. A kettős mutáns elkészítéséhez PCR templátként a 
ΔNLS2 mutáns formát, primereknek pedig a Del682-693 és Del682-693-antisense DNS 
oligókat használtuk. A mutagén PCR-rel elkészített konstrukciókat szekvenáltatással 
ellenőriztük. 
 
3.2.3. Kettős szálú csendesítő RNS konstrukciók készítése S2R+ 
sejtekhez 
A kettős szálú csendesítő RNS-ek (double stranded vagy dsRNS) készítéséhez először a 
csendesítendő gén cDNS templátjáról T7 szekvenciát tartalmazó forward és reverz 
primerekkel PCR reakciót végeztünk. Ezután a PCR termékről in vitro transzkripciót 
(MEGAscript T7 Kit, Ambion) hajtottunk végre, majd az átírt dsRNS-t tisztítottuk (NucAway 
Spin Columns, Ambion). 
 
3.2.4. S2R+ sejtek hősokk kezelése 
Az S2R+ sejteket 24 lyukú szövettenyésztő lemezen (Greiner) neveltük, melyet 37 °C-
os vízfürdő felszínére helyeztünk, ahol 15, illetve 30 percen keresztül inkubáltuk. Ezt 
követően a sejteket azonnal 4 % paraformaldehid-PBS-ben lefixáltuk, majd immunfestettük és 
Leica konfokális mikroszkóp alatt vizsgáltuk (Leica TCS SP5 Confocal Microscope, 63x1.4 




illetve a citoplazma pixel intenzitását (ImageJ szoftver), majd ezekből sejtmag/citoplazma 
hányadost számoltunk és grafikonon ábrázoltuk (MS Excel).  
 
3.3. Biokémiai módszerek 
3.3.1.  Sejtmagi és citoplazmatikus fehérje frakció izolálása S2R+ 
sejtkultúra sejtekből 
A sejteket tripszines (Lonza, Trypsin-EDTA, Cat. No.: BE17-161E) emésztéssel 
felszuszpendáltuk, majd az oldatot PBS-sel hígítottuk és 3 percen át 1000 rpm-en, 4 oC-on 
centrifugáltuk. A sejteket tartalmazó pelletet egyszer mostuk jéghideg PBS-sel, majd 
felszuszpendáltuk 150 µl Harvest Buffer-ben (10 mM HEPES pH 7.9, 50 mM NaCl, 0.5 M 
Sucrose, 0.1 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100), melyet frissen kiegészítettünk proteáz gátlóval 
(Protease Inhibitor Cocktail Tablet, Roche, Cat.No. 11873580001), és 5 percig jégen 
inkubáltuk. A mintát ezt követően 10 percig, 4 °C-on centrifugáltuk (800 g) majd a felülúszót 
új Eppendorf csőbe mértük, ez volt a citoplazmatikus frakció. A pelletet (sejtmag frakció) 150 
µl jéghideg Buffer A-val (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM 
EGTA, frissen kiegészítve proteáz gátlóval) mostuk, majd az előzőekkel megegyező módon 
centrifugáltuk. A felülúszót eldobtuk, a pelletet pedig felszuszpendáltuk 40 µl Buffer C-ben 
(10 mM HEPES pH 7.9, 500 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.1 % NP-40, 
frissen kiegészítve proteáz gátlóval), 30 percet inkubáltuk jégen, mialatt időnként vortexeltük. 
Ezt követően a mintát és a citoplazmatikus frakciót is 4 °C-on centrifugáltuk (14.000 g), majd 
a felülúszókat új Eppendorf csövekbe átmértük, és ezeket használtuk sejtmagi, illetve 
citoplazmatikus fehérje mintaként. 
 
3.3.2. Fehérje koimmunprecipitáció S2R+ teljes sejtlizátumon 
A fent leírtak szerint a sejteket tripszin segítségével felszuszpendáltuk, majd 
centrifugálással összegyűjtöttük. A pelletet 100 µl jéghideg lízis pufferben (20 mM Tris HCl 
pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 10 % glicerol, 0,5 % NP-40, frissen kiegészítve 
proteáz gátlóval) feloldottuk, majd jégen inkubáltuk 2 órán át. Ezt követően a mintákat 10 
percig, 4 °C-on centrifugáltuk (14.000 g). A felülúszót használtuk teljes sejtfehérje 
frakcióként. Az egyes minták fehérje koncentrációját Bradford reagenssel (Fermentas Cat. 
No.: 23200) mértük meg, hogy a koimmunprecipitációkba, illetve az ellenanyag nélküli 
kontroll mintákba (No Antibody Control, NAC) egyenlő mennyiségű fehérjét vigyünk be. A 




Western-blotban történő felhasználásig -80 °C–on tároltunk. Az immunprecipitációhoz és a 
kontrollhoz használt fehérjéket ezután 600 µl, proteáz gátlóval kiegészített lízis pufferrel 
hígítottuk, majd a mintákhoz 0,4 µl anti-V5, anti-Myc vagy anti-Flag ellenanyagot mértünk és 
éjszakán át forgattuk 4 °C-on. Ezt követően az ellenanyag, illetve az ellenanyag nélküli 
kontroll fehérje mintákat 20 µl Protein A, illetve Protein G gyöngyökkel 1:1 arányban 
(BioRad SureBeads Protein A és Protein G Magnetic beads, Cat.Nos.: 161-4011 és 161-4021) 
további 1,5 órán át forgattuk 4 °C-on. A gyöngyöket az immunprecipitáció előtt kiegészítetlen 
lízis pufferrel mostuk, majd ezt követően adtuk hozzá a fehérje mintákat. A kísérleteinkben a 
gyöngyökről történő eluáláshoz kétféle módszert alkalmaztunk. Az egyik az SDS-sel történő 
eluálás, melynek során 2xSDS fehérje mintapufferrel inkubáltuk a gyöngyöket, majd a 
felülúszót új Eppendorf csövekbe mértük és ezt használtuk fehérje mintaként a Western-blot 
analízisben. A másik esetben a gyöngyöket 300 µl 6 M-os Guanidin-hidroklorid (Sigma-
Aldrich, Cat. No.: G3272) oldatban forgattuk 4 °C-on 5 percen át, majd a felülúszót új csőbe 
átmérve kiegészítettük 700 µl desztillált vízzel és 1 ml 20 %-os triklór-ecetsavval (TCA) az 
eluált fehérjék kicsapásához. Az elegy 20 perc, jégen történő inkubációja után a mintákat 
14.000 rpm fordulaton centrifugáltuk, majd a felülúszót eldobtuk, a fehérje pelletet pedig 1 ml 
jéghideg, 96 %-os etanollal mostuk. Újabb 15 perces, az előzőekkel megegyező módon 
történő centrifugálást követően a felülúszót eldobtuk, a pelletet szárítottuk, majd 30 µl 2xSDS 
fehérje mintapufferben visszaoldottuk. Mind az SDS-sel, mind a Guanidin-hidrokloriddal 




A fehérjék méret szerinti elválasztásához 10%-os akrilamid gélt használtunk. Ezt 
követően a fehérjéket PVDF membránra blottoltuk át (Millipore Transfer Membranes 
Immobilon-P, Cat.no.: IPVH00010, PVDF 0.45 µm), melyet vagy éjszakán át, 35 V-tal, vagy 
pedig 1 óra alatt, 300 V-tal végeztünk, 4 °C-on. Ezt követően a membránról a fehérje molsúly 
markert (ProSieve QuadColor, Lonza Cat.No.: 00193837) pengével levágtuk, a visszamaradt 
részt pedig 5 % tejpor-TTBS oldatban (250 mM Tris, 1.5 M NaCl, pH 7.5+0.1 % Tween-20) 
blokkoltuk 2 órán át, szobahőmérsékleten, enyhén rázatva. A membránt számos esetben a 
futásra merőlegesen további darabokra vágtuk, hogy a különböző molsúlyú fehérjéket 
különböző ellenanyagokkal tudjuk detektálni. Az elsődleges ellenanyaggal a membránokat 




hígításaik a következőek voltak: anti-Moe 1:10,000; anti-HP1 1:200, anti-Tubulin 1:200, anti-
GFP (tengerimalac) 1:5000, anti-V5 1:5000, anti-Myc 1:500, anti-Flag 1:1000. A 
membránokat ezt követően TTBS oldatban mostuk 20 percig, szobahőmérsékleten, gyengén 
rázatva, majd 50 percen át inkubáltuk a HRP enzimmel konjugált másodlagos ellenanyaggal 
(anti-egér-HRP konjugált 1:10.000, anti-nyúl-HRP konjugált 1:5000, anti-tengerimalac-HRP 
konjugált 1:10.000). Ezután a membránokat 3x30 percen át mostuk TTBS oldatban, majd a 
vizsgált fehérjéket HRP szubsztrát oldattal (Millipore Immobilon Western Chemiluminescent 
HRP Substrate, Cat. No.: WBKLS01000) tettük láthatóvá röntgen film (Agfa) 
felhasználásával. 
 
3.4. A kísérletek során felhasznált elsődleges ellenanyagok 
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GFP nyúl Life Technologies A6455 
GFP tengerimalac Juhász Gábor (ELTE, Budapest)  
V5 egér Novex Life Technologies R96025 
HA epitóp egér Roche 12CA5 
Myc epitóp egér Santa Cruz Biotechnology 9E10 
Flag epitóp egér Sigma F1804 
Polymerase II Ser2P nyúl Abcam Ab5095 
Polymerase II Ser5P nyúl Abcam Ab5131 
Polymerase II Ser2P patkány 
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3E10 
HP1 egér DSHB C1A9 
β-Tubulin egér DSHB E7 
SC35 egér Abcam ab11826 
 
3.5. A kísérletek során felhasznált másodlagos ellenanyagok 
Ellenanyag neve Gyártó Katalógus szám 
Szamár anti-nyúl Alexa546 Life technologies A10040 
Kecske anti-egér Alexa546 Life technologies A11030 
Kecske anti-nyúl Alexa488 Life technologies A11008 
Kecske anti-egér Alexa488 Life technologies A11001 
Kecske anti-nyúl-HRP konjugált Sigma A0545 
Kecske anti-egér-HRP konjugált Dako P0447 







4.1. A modell 
A kísérleteinkben használt modellorganizmus, a Drosophila melanogaster fejlődése 
során három, vedlési lépésekkel elválasztott lárvastádiumon megy keresztül, majd előbábot 
képez, végül egy lárva-báb vedlési lépést követően bebábozódik. A báb fejlődése szilárd 
felülethez rögzítve történik, mely a harmadik stádiumú lárvális nyálmirigy szekréciós 
működésének köszönhető. A szekrétum termeléséhez a sejtek magas szintű génexpressziós 
aktivitása szükséges, melyhez a nyálmirigysejtek genomja részben módosult a diploid 
sejtekhez képest. A kromoszómák számos endoreplikációs lépésen mennek keresztül, 
melyeket azonban nem követ sejtosztódás, így a megsokszorozódott (politén) DNS állomány 
következtében bizonyos gének a diploid génkészlethez képest sokkal hatékonyabb 
kifejeződésre képesek. A politéniának köszönhetően a sejtmagok, illetve maguk a sejtek is 
jelentősen nagyobb méretűek, aminek következtében azok mikroszkóppal könnyen és jól 
vizsgálhatóak. Ezen tulajdonságai miatt a Moesin sejtmagi lokalizációjának és funkciójának 
felderítéséhez a Drosophila harmadik stádiumú lárváinak nyálmirigysejtjeit választottuk 
vizsgálati modellként. Bizonyos kísérletekhez emellett S2R+ Drosophila embrionális 
sejtkultúra sejteket is felhasználtunk, mely nagy hatékonyságú transzfektálhatósága miatt 
megfelelő eszközt biztosított tranziens fehérje expresszióhoz, valamint az RNS interferenciás 
vizsgálatokhoz. 
 
4.2. A Moesin lokalizációja nyugalmi állapotú sejtmagban 
A Moesin sejtmagi eloszlási mintázatának vizsgálatát immunhisztokémiai módszerrel 
kezdtük meg. Az endogén Moesin fehérjére specifikus ellenanyagfestés mellett megvizsgáltuk 
a különböző immunaktív epitópokkal (V5, GFP) jelölt Moesin formák lokalizációját is. A 
kísérleteket S2R+ sejtkultúra sejteken és lárvális nyálmirigyeken is elvégeztük (15. ábra). 
Minden esetben megegyező lokalizációs mintázatot figyeltünk meg: a fehérje halmozódott a 
sejtmembrán alatti, ún. kortikális zónában, egyenletesen oszlott el a citoplazmában, és kis 
mennyiségben megfigyelhető volt a sejtmagban is. Ez azt jelentette, hogy a felhasznált 
különböző jelölő epitópok nem befolyásolják a fehérje sejten belüli eloszlását, ezáltal pedig 




már korábban elvégzett kísérletek is, ahol a moesin null mutáns letális fenotípusát sikerült 
különböző epitópokkal jelölt Moesin fehérjék túltermeltetésével menekíteni. 
 
15. ábra Az endogén, valamint a különböző immunaktív epitópokkal jelölt 
transzgenikus Moesin fehérje formák lokalizációja megegyezik. Bal oldal: az endogén 
(Moe), valamint a tranziensen termelt, GFP-vel, illetve V5-tel jelölt Moesin lokalizációja 
S2R+ Drosophila sejtekben. Jobb oldal: az endogén (Moe), valamint a nyálmirigy-
specifikusan, transzgénről termelt GFP-vel, illetve V5-tel jelölt Moesin formák lokalizációja 
harmadik stádiumú lárvák nyálmirigysejtjeiben. DAPI festés: kék. Méret: S2R+: 25 µm, 
nyálmirigy: 60 µm. 
 
A sejtmagon belüli eloszlást megvizsgálva azt kaptuk, hogy a Moesin minden esetben 
halmozódást mutatott a sejtmagmembránon, a kromoszómák között a nukleoplazmában, 
valamint sávos mintázatban bizonyos kromoszóma régiókon (16. ábra). A magvacska 
területén a fehérje csak néhány esetben volt megfigyelhető, azonban ennek a jelenségnek az 





16. ábra A Moesin sejtmagon belüli eloszlása. A Moesin halmozódást mutat a 
sejtmagmembrán területén, a kromoszómák között a nukleoplazmában, a kromoszómákon 
sávos mintázatban és időnként a magvacskában is. A bal oldali fotón élő, Moesin-GFP-t 
(fehér szín) termelő nyálmirigysejt magja, míg jobb oldalon az endogén Moesin fehérje (piros 
szín) látható vad típusú, fixált nyálmirigy preparátumon. 
 
A Moesin sejtmagi jelenlétét biokémiai módszerrel is megerősítettük. S2R+ sejtekből 
citoplazmatikus és sejtmagi fehérje frakciókat készítettünk, majd ezeken Western-blot 
analízist végeztünk. Az endogén Moesin fehérjét sikeresen detektáltuk a citoplazmatikus (C) 
mellett a sejtmagi (M) fehérje frakcióban is (17. ábra), mely megerősítette az 
immunhisztokémiai kísérletekben megfigyelteket. A frakciók tisztaságát Tubulin és HP1 
ellenanyagokkal ellenőriztük, melyek a citoplazmára, illetve a sejtmagra specifikus fehérjék.  
 
17. ábra Az endogén Moesin detektálható S2R+ sejtekből izolált sejtmagi fehérje 
frakcióban. Western-blot analízisben az endogén Moesin jelen volt a citoplazma (C) mellett a 
sejtmagi (M) fehérje frakcióban is. A két frakció sikeres elválasztásának ellenőrzéséhez a 







4.3. A sejtmagi Moesin biológiai jelentőségének vizsgálata 
Bizonyos fehérjék a sejtosztódás során az összeszerelődő sejtmagmembrán által 
körbezáródhatnak, tehát a magi lokalizáció nem feltétlenül jelent funkciót is az interfázisos 
sejtmagban. Ezért fontosnak találtuk megvizsgálni, hogy a Moesin esetében is erről van-e szó, 
vagy pedig aktív, szabályozott transzportnak köszönhetően van jelen a sejtmagban. Ennek 
eldöntésére először arra a kérdésre szerettünk volna választ kapni, hogy valamilyen módon 
befolyásolható-e a sejtmagi Moesin mennyisége? Ehhez olyan külső stimulusokkal kezeltünk 
harmadik lárvastádiumú állatokat, melyek már az irodalomból ismert módon hatással vannak 
a sejtmagi transzportfolyamatokra, a kromatin átrendeződésekre vagy a transzkripciós 
aktivitásra. Ilyen például a 37 °C-os hőstressz, valamint az ekdizon vedlési hormonnal történő 
kezelés. Egy órás hősokk kezelést követően azt az eredményt kaptuk, hogy a nem kezelt 
kontroll állatokhoz képest a nyálmirigyekben szignifikánsan megemelkedik a sejtmagi 
Moesin szintje a citoplazmás mennyiséghez viszonyítva (18. ábra).  
 
18. ábra Hősokk hatására szignifikánsan megemelkedik a sejtmagi Moesin szintje 
lárvális nyálmirigysejtekben. Egy órán át 37 °C fokon tartott lárvák nyálmirigyében 
szignifikánsan megemelkedett a transzgenikusan termelt Moesin-GFP (fehér szín) 
sejtmag/citoplazma intenzitása a nem kezelt kontrollhoz képest (n: esetszám, p: szignifikancia 
érték). Méret: 30 µm. 
 
A kísérletet S2R+ Drosophila sejtvonalon is elvégeztük, ahol 15 és 30 perces inkubációs 




melynek mértéke a kezelés időtartamával arányosnak bizonyult. A hőkezeléssel kapcsolatos 
eredményeket számítógépes pixel-intenzitás méréssel számszerűsítettük (19B. ábra), ami 
megerősítette, hogy a hősokk kezelés szignifikánsan megemeli a sejtmagi Moesin szintjét. A 
kísérletekben a Moesin-GFP mellett falloidin festést is végeztünk, mely alapján 
elmondhatjuk, hogy a Moesin sejtmagi felhalmozódása nem jár együtt a polimerizált aktin 
sejtmagi feldúsulásával (19C. ábra). 
 
19. ábra Hősokk hatására szignifikánsan megemelkedik a sejtmagi Moesin szintje S2R+ 
sejtekben. (A) 15 és 30 perces hősokk kezelések hatására a tranziensen termelt Moesin-GFP 
(fehér szín) a kezelés időtartamával arányosan felhalmozódik a sejtmagban. (B) Az A) kísérlet 
számszerűsített eredménye (n: esetszám, p: szignifikancia). (C) A Moesin sejtmagi 




A következőkben az ekdizon vedlési hormon hatását vizsgáltuk a Moesin sejtmagi 
szintjére. Az ekdizon indukció esetében harmadik fejlődési stádiumú lárvákból kiboncolt 
nyálmirigyeket kezeltük 20 µM-os koncentrációjú ekdizon oldatban. A kísérlet azt mutatta, 
hogy a kezelés időtartamával arányosan a nyálmirigyekben a Moesin-GFP fehérje szintje is 
egyre magasabb volt (20. ábra). A kísérletekben egy ekdizon analóggal, Ponasterone A-val 
dolgoztunk, mely az irodalomból ismerten jelentős ekdizon választ vált ki (Gonsalves és 
mtsai., 2011). Mivel az S2R+ sejtkultúra sejtek nem fejeznek ki ekdizon receptort, így azokon 
az ekdizon kezelés hatása nem volt vizsgálható.  
 
20. ábra A sejtmagi Moesin erős halmozódást mutat ekdizon kezelést követően 
nyálmirigy sejtekben. 1 óra elteltével még nem látható különbség az ekdizon kezelt és a 
kezeletlen minták között, azonban 2 és 3 óra elteltével a transzgenikusan termelt Moesin-GFP 
(fehér szín) jelentős mértékben felhalmozódik a sejtmagban a kontrollhoz képest. Méret: 15 
µm. 
 
Ezek az eredmények tehát arra utalnak, hogy a sejtmagi Moesin fehérje szintje a sejt 
állapotától függően változhat, továbbá, hogy interfázis alatt a Moesin nem passzív módon 
kerül a sejtmagba, hanem szabályozott, aktív transzporttal juthat be. A hősokk és hormon 
kezelések hatására történő mennyiségi növekedés pedig azt jelzi, hogy a Moesin a sejtmagban 
valószínűleg a kezelések következtében megnövekvő intenzitású génexpresszióhoz kapcsolt 







4.4. A Moesin sejtmagon belüli lokalizációjának vizsgálata 
A Moesin sejtmagon belüli kötődési dinamikai tulajdonságainak vizsgálatához 
kiboncolt, Moesin-GFP-t termelő nyálmirigyeket használtunk, ahol a sejtmag egy kijelölt 
területét erős intenzitású, UV tartományú lézerrel sugároztuk be 30 másodpercen át. Ezt 
követően azt tapasztaltuk, hogy nem csak a besugárzott terület, de az egész sejtmag 
elvesztette a GFP fluoreszcens jelet. Ez tehát azt jelenti, hogy az összes, sejtmagon belüli 
Moesin-GFP fehérjemolekula kicserélődött a fakítás ideje alatt, vagyis a Moesin sejtmagon 
belüli kötődése rendkívül dinamikus (21. ábra). A fehérje ugyanezen tulajdonsága a sejt 
citoplazmájában már publikált adat (Vilmos és mtsai., 2009). 
 
21. ábra A Moesin rendkívül dinamikusan kötődik a sejtmagban. Ha transzgenikusan 
Moesin-GFP-t (fehér szín) termelő nyálmirigyben a sejtmag egy kis területét (sárga négyzettel 
jelölve) rövid ideig (30 s) erős lézerrel fakítjuk, akkor a teljes sejtmag elveszti a 
fluoreszcencia intenzitását. Méret: 30 µm. 
 
4.5. A Moesin sejtmagi transzportfolyamatainak vizsgálata 
4.5.1. Export 
A Moesin sejtmagi transzportfolyamatainak vizsgálatához S2R+ Drosophila sejteken 
egy RNS interferencia alapú szűrővizsgálatot végeztünk. Ennek során különböző, már ismert, 
sejtmagi transzporthoz szükséges fehérjefaktorokat csendesítettünk le egyenként, majd 
vizsgáltuk az ezzel párhuzamosan, tranziensen termelt Moesin-GFP fehérje sejtmagi és 
citoplazmás mennyiségeinek arányában bekövetkező esetleges változásokat (22. ábra). 
Kontrollként célhellyel nem rendelkező, kettősszálú RNS-t (dsRNS) (R.Luc – Luciferázra 
specifikus), illetve dsRNS nélküli, csak a Moesin-GFP-t tranziensen termelő sejteket 




figyelhető meg, ezért a szűrővizsgálat elsősorban ennek pozitív irányú megváltozását tudta 
detektálni. 
Az elvégzett kísérlet során a nup98 nukleoporin gén csendesítésével szignifikáns 
növekedést kaptunk a Moesin sejtmag/citoplazma arányában, vagyis ebben az esetben jelentős 
mértékben felhalmozódott a sejtmagi Moesin (22. ábra). A fenotípust megerősítettük egy 
másik csendesítő konstrukcióval is, mely a Nup98 mRNS-en más felismerőhellyel 
rendelkezett (23. ábra). A fenotípus rendkívül szembetűnő volt, ugyanis az eddig elsősorban 
citoplazmatikusként ismert Moesin fehérje sejten belüli eloszlása a nup98 csendesítés után 
egy sejtmagi fehérje lokalizációs mintázatára emlékeztetett. Ebből arra következtethetünk, 
hogy ez a póruskomplex fehérje valamilyen módon részt vehet a Moesin aktív sejtmagi 
exportjában. Ezt az eredményt Drosophila lárvális nyálmirigy sejtekben indukált nup98 RNS 
interferenciával sikerült in vivo is megerősítenünk (24. ábra). 
 
 
22. ábra RNS interferencia alapú szűrővizsgálat a Moesin sejtmagi transzportjában 
részt vevő fehérjék azonosítására S2R+ sejteken. Bal oldal: A kísérletünkben felhasznált 
jelöltek, melyek már bizonyítottan sejtmagi transzporthoz szükséges fehérjék. Jobb oldal: A 
jelöltek RNS interferenciával történő lecsendesítésének hatása a tranziensen termelt Moesin-
GFP sejtmag/citoplazma eloszlására (M/C arány). A nup98 gén esetében szignifikáns 
növekedés látható, ahol tehát a Moesin jelentős mértékben felhalmozódott a sejtmagban (st 





23. ábra A nup98 gén RNS interferenciával történő lecsendesítése a Moesin sejtmagi 
felhalmozódását okozza. A Nup98 mRNS-en két, különböző felismerőhellyel rendelkező 
csendesítő konstrukció hatását vizsgáltuk (dsRNS1 és dsRNS2), ahol mindkét esetben 
ugyanazt a fenotípust kaptuk: a sejtekben tranziensen termelt Moesin-GFP (zöld szín) jelentős 
sejtmagi felhalmozódást mutatott. DAPI festés: kék. Méret: 25 µm. 
 
24. ábra A nup98 gén RNS interferenciával történő csendesítése a Moesin sejtmagi 
felhalmozódását okozza in vivo. A nyálmirigy-specifikusan kifejezett nup98 csendesítő 
konstrukció az S2R+ sejtekben megfigyelt fenotípust eredményezi: az endogén Moesin 
fehérje (piros szín) erős sejtmagi felhalmozódást mutat a vad típusú kontroll sejtekhez képest. 





A szakirodalomból ismert adat, hogy bizonyos fehérjék transzportja mellett a Nup98 
fehérjének fontos szerepe van a génexpresszió során átíródó RNS molekulák citoplazmába 
történő kiszállításában is (Blevins és mtsai., 2003). Így tehát felmerült annak lehetősége, hogy 
vagy a Nup98 exportálja a Moesint a sejtmagból, vagy pedig egymással együttműködve 
vesznek részt az mRNS exportot végző fehérjekomplexek (mRNP, messenger 
Ribonucleoprotein) működésében. Az utóbbi esetben feltételezéseink szerint a nup98 gátlása 
az mRNP komplex tagjainak, így köztük a Moesinnek is a sejtmagi halmozódását váltja ki. 
Annak eldöntésére, hogy a Moesin sejtmagi halmozódása az exportjának gátlása vagy az 
mRNS export leállása miatt következett be, megvizsgáltuk a Rae1 (RNA export 1) fehérjét 
kódoló gén csendesítésének hatását is a Moesin sejtmagi lokalizációjára. A Rae1 a Nup98 
fehérjével közvetlen fizikai interakcióban vesz részt az mRNS-ek exportjában (Ren és mtsai., 
2010). Kísérletünkben a rae1 csendesítése a nup98 csendesítéssel megegyező fenotípust 
mutatott: a Moesin egyértelmű sejtmagi halmozódását váltotta ki. Ezt az eredményt is 
megerősítettük az mRNS-en másik felismerőhellyel rendelkező, második csendesítő 
konstrukcióval is (25. ábra). 
 
25. ábra A rae1 gén RNS interferenciával történő lecsendesítése a Moesin sejtmagi 
felhalmozódását okozza S2R+ sejtekben. A Rae1 mRNS-en belül két különböző 
felismerőhellyel rendelkező csendesítő konstrukció hatását vizsgáltuk (dsRNS1 és dsRNS2), 
ahol mindkét esetben a nup98 csendesítéssel megegyező fenotípus volt megfigyelhető: a 
tranziensen termelt Moesin-GFP (zöld szín) fehérje erős halmozódást mutatott a sejtmagban. 





Mivel a Nup98 fehérje a sejtmagi pórus komplexnek (NPC, Nuclear Pore Complex) is 
tagja, ezért elképzelhetőnek tartottuk, hogy a csendesítés következtében esetleg egy általános, 
több fehérjére is kiterjedő zavar alakul ki a sejtmagi transzport folyamatokban, így a 
megfigyelt fenotípusok nem specifikusak a Moesin fehérjére. Ezt ellenőrizendő 
megvizsgáltuk egy transzkripciós kofaktor, a MAL (Myocardin-related transcription factor A) 
lokalizációját mind a nup98, mind a rae1 gének csendesítését követően. A MAL fehérje 
sejtmagi transzport mechanizmusát már korábban azonosították, eszerint a sejtmagi 
exportjáért a Crm1 fehérje bizonyult felelősnek (Guettler és mtsai., 2008). Kísérletünkben jól 
látható volt, hogy a MAL esetében sem a nup98, sem pedig a rae1 csendesítése nem okozott 
változást a fehérje sejtmag/citoplazma arányában, mindkét esetben a kontrollal megegyező 
eloszlást tapasztaltunk (26. ábra).  
 
26. ábra A MAL fehérje lokalizációját nem befolyásolja a nup98 és a rae1 gének RNS 
interferenciával történő csendesítése S2R+ sejtekben. A tranziensen termelt MAL-GFP 
(zöld szín) sejten belüli eloszlására nincs hatással a nup98 és a rae1 csendesítése, tehát egyik 
sem okoz általános hibát a sejtmagi transzportfolyamatokban. DAPI festés: kék. Méret: 25 
µm. 
 
A Moesin és a MAL fehérjék esetében a lokalizációs eredmények pixel intenzitás 





27. ábra A nup98 és rae1 gének csendesítésének hatására a Moesin sejtmagi mennyisége 
szignifikánsan megemelkedik S2R+ sejtekben. A tranziensen termelt Moesin-GFP 
szignifikáns emelkedést mutat a sejtmag/citoplazma intenzitásban nup98 és rae1 csendesítést 
követően, míg a kontrollként használt MAL-GFP fehérje lokalizációja egyik esetben sem 
változik (n: esetszám, p: szignifikancia, n.s.: nem szignifikáns). 
 
Mindezek az eredményeink tehát arra utalnak, hogy a Moesin nem Nup98-függő módon 
exportálódik a sejtmagból, hanem valószínűleg a Nup98 és/vagy Rae1 fehérjékkel 
interakcióban vehet részt a képződő mRNS-ek sejtmagból történő kiszállításában. A Moesin 




A Moesin sejtmagi importjának vizsgálatát FRAP kísérletekkel kezdtük meg, 
amelyekben Moesin-GFP-t termelő, harmadik lárvastádiumos állatokból kiboncolt 
nyálmirigyeket használtunk. A Moesin sejtmagon belüli dinamikus kötődésének vizsgálatához 
hasonlóan ezekben a kísérletekben is a sejtmag egy kis területét erős lézerrel sugároztuk be a 
teljes sejtmag kifakítása érdekében. Ezt követően a sejtekről 3 másodpercenként, 30 percen át 
konfokális felvételeket készítettünk, melyeket számítógépes program segítségével értékeltünk 
ki (28. ábra). A grafikonon jól megfigyelhető, hogy a fluoreszcens jel csak kis mértékben tér 
vissza a fakítás után, ami arra utal, hogy nincs jelentős fehérje kicserélődés a két 





28. ábra Nincs jelentős Moesin sejtmagi import nyugalmi állapotú sejtmagokban. A 
nyálmirigysejtekben a Moesin-GFP fluoreszcens jelének erős lézerrel történő kifakítása után a 
jel csak kis mértékben pótlódik vissza a citoplazmából, tehát nincs jelentős kicserélődés a két 
sejtkompartmentum között (n: esetszám). 
 
Az import mechanizmusának további vizsgálatához szintén egy RNS interferencia alapú 
szűrővizsgálatot hajtottunk végre S2R+ sejteken, ahol a Moesin sejtmagi importjában szerepet 
játszó fehérje faktorok azonosítása volt a célunk. Ahogy az már korábban említésre került, 
nyugalmi állapotú sejtekben a Moesin mennyiségének alacsony sejtmag/citoplazma aránya 
tapasztalható, melynek egy esetleges import faktor csendesítésével a további csökkenése nem 
lenne megbízhatóan kimutatható. Ezért egy olyan kísérleti rendszert állítottunk össze, ahol a 
sejtekben tranziensen Moesin-GFP konstrukciót termeltettünk, emellett pedig a rae1 gént is 
csendesítettük. Ez a korábban leírtak szerint a Moesin sejtmagi importján keresztül a fehérje 
magi felhalmozódását, vagyis a sejtmag/citoplazma arány megemelkedését okozza. Ezt az 
állapotot alkalmaztuk a szűrővizsgálatban háttérként, mivel ebben az esetben a Moesin 
importjának esetleges csökkenése már egyértelműen megállapítható. A kísérletünkben 
tizennyolc, más fehérjék sejtmagi import mechanizmusában már bizonyítottan részt vevő gént 
csendesítettünk le RNS interferenciával. A kísérlet azonban azt mutatta, hogy egyik jelölt sem 
tudta szuppresszálni a rae1 csendesítés következtében kialakuló Moesin fenotípust. Kisebb 
változásokat bár találtunk, de mivel egyik sem bizonyult szignifikánsnak, így ezzel a 
módszerrel nem tudtuk a Moesin sejtmagi importjában részt vevő fehérjét vagy fehérjéket 
azonosítani. 
Az import mechanizmusának vizsgálata során a dinamikai tulajdonságok és a szállítást 
végző fehérjék azonosítása mellett célul tűztük ki a sejtmagi lokalizációért felelős régió 




(NucPred) potenciális sejtmagi lokalizációért felelős szignál (NLS, Nuclear Localization 
Signal) szekvenciákat kerestünk a Moesin fehérjében. A 294-297 aminosav pozícióban 
található RRRK, valamint a 447-450 aminosav pozícióban található RRRQ motívumokat 
kaptuk eredményül, melyeket NLS1, illetve NLS2-nek neveztünk el (29. ábra). Ezen túl, 
mivel a különböző Moesin fehérje izoformák elsősorban az N-terminálison található rövid 
aminosav sorrendben különböznek egymástól (29. ábra), valamint az ERM fehérjékhez 
nagyon hasonló felépítésű rokon fehérje, a Merlin esetében már ismert adat, hogy az amino-
terminális vége felelős a sejtmagi lokalizációjáért (Li és mtsai., 2012), érdemesnek találtuk 
megvizsgálni a Moesin esetében is az N-terminális aminosavak (5’NLS) sejtmagi 
lokalizációban betöltött szerepét.  
Annak eldöntésére tehát, hogy a Moesin esetében ezek a szekvenciák valóban 
funkcionális szerepet töltenek be a sejtmagi importban, olyan konstrukciókat hoztunk létre, 
melyekben az érintett aminosavakat kódoló szakaszt eltávolítottuk a génből (∆NLS1, ∆NLS2, 
5’ ∆NLS). Ezek mellett pedig létrehoztunk egy ∆NLS1+∆NLS2 kettős mutánst is, mivel 
elképzelhetőnek tartottuk, hogy a sejtmagi importhoz mindkettő szignál szekvenciára is 
szükség lehet.  
 
29. ábra Potenciális sejtmagi lokalizációs szignál (NLS) szekvenciák a Moesin 
fehérjében. Számítógépes analízis az RRRK (NLS1) és az RRRQ (NLS2) konzervált 
szekvenciákat jelöli ki. Mivel a Moesin izoformák (A-J) elsősorban az N-terminális végükben 
különböznek egymástól (pirossal jelölve), ezek lehetséges NLS funkcióját (5’ NLS) is 
megvizsgáltuk. F1-F3: FERM-aldomén, HR: Helikális régió, AB: Aktinkötő-domén. 
 
A potenciális sejtmagi lokalizációs szignálokra mutáns fehérjéket ezután S2R+ 
sejtekben termeltettük, azonban egyik esetben sem tudtunk különbséget megfigyelni a 
kontrollként használt teljes hosszúságú Moesin fehérje lokalizációjához képest: kis 
mennyiségben, de mindegyik forma megtalálható volt a sejtmagban (30. ábra). Mivel a 




Moesin fehérje kicserélődés a citoplazma és a sejtmag között, ezért a kísérletet megismételtük 
a rae1 gén lecsendesítésével párhuzamosan, amely, ahogy azt már korábban kimutattuk, 
jelentős sejtmagi Moesin importot vált ki. Ez esetben azt tapasztaltuk, hogy a ΔNLS1, illetve 
a ΔNLS1+ΔNLS2 mutáns fehérje a többi formával ellentétben nem volt képes a magban 
halmozódni (30. ábra). Ez azt jelenti, hogy az eltávolított NLS1 szekvencia 
nélkülözhetetlennek bizonyult a Moesin aktív sejtmagi importjához, tehát működőképes 
sejtmagi lokalizációs szignál.  
 
30. ábra A feltételezett sejtmagi lokalizációs szignál (NLS) szekvenciák tesztelése S2R+ 
sejtekben. Az egyes régiók eltávolítását követően minden, GFP-vel jelölt (zöld szín), 
tranziensen termelt forma megtalálható volt a sejtmagban, a teljes hosszúságú Moesin 
fehérjével megegyezően. A rae1 gén lecsendesítésével indukált sejtmagi halmozódás azonban 
a ∆NLS1, valamint a ∆NLS1+∆NLS2 konstrukciók esetében már nem volt megfigyelhető, 
tehát az NLS1 szekvencia jelenléte szükséges az aktív sejtmagi importhoz. DAPI festés: kék. 







4.6. A Moesin kromoszómális lokalizációja 
A Moesin sejtmagi funkciójának felderítését a kromoszómális lokalizáció részletesebb 
vizsgálatával folytattuk. Ehhez vad típusú, illetve a Moesin jelölt formáit transzgénről termelő 
lárvák nyálmirigyeiből politén óriáskromoszóma preparátumokat készítettünk, melyeken 
immunfestést végeztünk. Mind az endogén, mind a különböző fehérje epitópokkal (HA, Myc) 
jelölt Moesin formák komplementer festődést mutattak a zárt konformációjú heterokromatint 
jelölő DAPI festéssel (31. ábra). Ez tehát azt jelenti, hogy a Moesin a lazább szerkezetű, 
nyitott konformációjú kromatin régiókon van jelen. 
 
31. ábra A Moesin lokalizációja politén óriáskromoszómákon. Az endogén Moesin (A), 
valamint a transzgenikusan termelt Moesin-HA (B) és Moesin-Myc (C) jelölt formák 
komplementer festődést mutatnak a zárt szerkezetű heterokromatint festő DAPI-val. 
 
Mivel ezekben a lazább kromoszóma régiókban történik a génexpresszió, megvizsgáltuk 
a Moesin jelenlétét az ún. kromoszóma puffokban is. A puffok olyan erős transzkripciós 
aktivitással rendelkező eukromatikus régiók, melyek egy meghatározott ingerre jelennek meg 
specifikus citológiai régióban a kromoszómákon. A célgének nagymértékű aktivációja 
következtében a kromatin ezeken a helyeken jelentősen fellazul, így mikroszkóppal könnyen 
megfigyelhető. A folyamatot kiváltó hatás lehet például a hősokk, illetve az ekdizon vedlési 




74EF és 75B citológiai régiókban jelennek meg puff struktúrák. Mind a hősokk, mind az 
ekdizon kezelések esetében azt kaptuk eredményül, hogy a Moesin erős felhalmozódást mutat 
ezeken a transzkripcionálisan hiperaktív helyeken (32. ábra), ami tehát ismét arra utal, hogy a 
sejtmagban a Moesinnek szerepe lehet a génexpresszió folyamatában. 
 
 
4.6.1. A Moesin szerepe a génexpresszióban 
A Moesin kromoszóma puffokba történő lokalizációja azonban nem ad választ arra a 
kérdésre, hogy a Moesin közvetlen módon a transzkripciós komplex részeként, vagy pedig a 
puffszerkezet kialakításán keresztül, közvetett módon van jelen a transzkripcionálisan aktív 
kromoszóma régiókon. Ennek eldöntéséhez a Moesin lokalizációját megvizsgáltuk egy 
hősokk promóterrel indukálható transzgén esetében is, ahol a transzkripció hősokk hatására 
történő megindulását nem követi puff képződése. A kísérletben segítségünkre volt a lárvális 
nyálmirigyek sejtmagjában található politén kromoszómáknak az a sajátossága, hogy az anyai 
és apai homológok a sejtek nyugalmi állapotában is párosodnak egymással. Ennek 
következtében, ha egy hősokkal indukálható transzgén a heterozigóta genotípus miatt csak az 
egyik homológon van jelen, akkor abban a citológiai régióban a politén kromoszóma 
átmérőjének csak az egyik felén indukálódik transzkripció, nem a kromoszóma teljes 
szélességében (33. ábra). A vizsgálat során a kromoszómán való eligazodást és a kiértékelést 
segíti, hogy a kromoszóma preparálás módszeréből adódó mechanikai hatásoknak 
32. ábra A Moesin halmozódást 
mutat a kromoszóma puffokban. 
(A) az endogén Moesin fehérje 
halmozódása az ekdizon indukálta 
kromoszóma puffokban (nyilak) 
vad típusú, intakt sejtmagban. A 
transzgenikusan termelt Moesin-
HA halmozódik az ekdizon (B, 
nyilak), valamint a hősokk 





köszönhetően az anyai és apai homológok elválhatnak egymástól. Ez esetben pedig az adott 
citológiai régió a két homológ kromoszómán könnyen összehasonlítható egymással. 
A kísérlethez egy olyan transzgenikus Drosophila törzset használtunk, mely egy hősokk 
promóterrel indukálható transzgént hordoz (hs>Flp) a citológiailag meghatározott 86E 
kromoszómális régióban. Ennek a törzsnek a segítségével olyan állatokat hoztunk létre, 
melyek heterozigóta formában hordozták a hs>Flp transzgént és emellett egy HA epitóppal 
jelölt Moesint termelő, indukálható konstrukciót (UAS>Moesin-HA), valamint ennek 
expresszióját biztosító, nyálmirigy specifikus meghajtó elemet (Sgs3>Gal4) is tartalmaztak. 
Ha tehát az ilyen genotípussal rendelkező lárvákat hősokkal kezeljük, akkor a hs>Flp 
transzgén csak az egyik homológon válik aktívvá, míg a két másik transzgén segítségével 
egyúttal a Moesin lokalizációja is vizsgálható. A kísérletünk során a hősokkot követően a 86E 
citológiai régióban a Moesin a vártnak megfelelően csak az egyik homológon mutatott 
festődést (33B. ábra). Mivel itt nincs puff képződés, az eredményeink tehát arra utalnak, hogy 
a Moesin nem a puff képződése és a kromatin szerkezet kialakításához szükséges, hanem 
valószínűleg közvetlen módon vesz részt a génátíródás folyamatában.  
 
33. ábra A Moesin puffképződés nélkül is jelen van az aktív transzkripció helyein. Felső 
ábra: a kísérleti módszer sematikus bemutatása. Alsó ábra: a hősokk promóterrel indukálható 
transzgént (86E pozícióban) heterozigóta formában hordozó állatok kromoszómáin csak az 
egyik homológon jelenik meg a Moesin festődés (piros szín) hőkezelést követően (B, nyíl), 








4.6.2. A Moesin közvetlen szerepe a génexpresszióban 
A Moesin génexpresszióban betöltött közvetlen szerepét először triptolid kezeléssel 
vizsgáltuk. A triptolid a Tripterygium wilfordii növény kivonatából származó vegyszer, mely 
a sejtekbe bejutva a transzkripciós komplex TFIIH XPB alegységéhez irreverzibilisen 
kapcsolódik, ezzel a komplex szétesését, továbbá az RNS-polimeráz I és II proteaszómális 
lebomlását idézi elő (Bensaude, 2011). Kísérleteink során azt az eredményt kaptuk, hogy 45 
perces, 1 µM-os triptolid kezelést követően a vegyszer működésének kontrolljaként használt 
RNS-polimeráz II-höz hasonlóan a Moesin is levált a kromoszómákról, míg a kezeletlen 
kontrollban nem történt változás (34. ábra). Ez tehát azt jelenti, hogy a Moesin 
kromoszómális lokalizációja transzkripciós komplex függő, vagyis közvetlenül kapcsolódik a 
génexpresszió folyamatához. 
 
34. ábra A Moesin triptolid kezelést követően leválik a kromoszómákról. A nyálmirigy-
specifikusan, transzgénről termelt Moesin-HA fehérje (piros szín) 45 perces, 1 µM-os 
triptolid kezelést követően az RNS-polimeráz II-höz hasonlóan leválik a kromoszómákról, 
szemben a kezeletlen kontrollal. 
 
4.6.3. A Moesin nem vesz részt a transzkripció iniciációjában 
Ezt követően arra voltunk kíváncsiak, hogy a Moesin kromoszómális lokalizációja 
összefügg-e a transzkripció kezdeti, iniciációs fázisával, vagy inkább az azt követő lépésekhez 
kapcsolódik a génexpresszió alatt. A különböző transzkripciós fázisokban az RNS-polimeráz 
II C-terminális-doménjében (CTD) található aminosav ismétlődések az adott fázisra 




transzkripció kezdetén, az iniciációban, a CTD ismétlődések ötödik, szerin aminosava 
foszforilálódik (Ser5P), az elongáció megindulása során azonban ez a módosítás fokozatosan 
eltűnik, miközben a második szerin foszforilációja jelenik meg (Ser2P), ami a folyamat 
terminációjáig fennmarad. Utóbbi módosítás, bár elsősorban az elongációra jellemző, a 
folyamatos átmenet miatt jelölheti a transzkripció kezdeti lépéseit is (35. ábra). A két 
különböző poszttranszlációs módosítással rendelkező RNS-polimeráz II formára specifikus 
ellenanyagok a kereskedelemben beszerezhetőek, így az ezekkel történő immunfestéssel 
nyomon követhetőek az egyes transzkripciós fázisok. Mivel azonban mindkét, általunk 
beszerzett, legjobbnak bizonyult ellenanyag azonos állatban készült, így egyidejű használatuk 
a Moesin festése mellett nem volt lehetséges. 
 
35. ábra Az RNS-polimeráz II C-terminális aminosav ismétlődéseinek poszttranszlációs 
módosításai és az ezeket befolyásoló szabályozó fehérjék a különböző transzkripciós 
fázisokban. Az RNS-polmeráz II C-terminális-doménjében található aminosav ismétlődések 
közül az iniciáció során az ötödik szerin foszforilálódik, melyet az elongációba történő 
átmenet során fokozatosan a második szerin foszforilációja vált fel. RNAPII – RNA-
polymerase II (RNS-polimeráz II). Forrás: (Hsin és Manley, 2012). 
 
Az immunfestésekben megfigyelhetőek voltak olyan kromoszómális régiók, melyekben 
a Moesin intenzív festődést mutatott, míg a transzkripció iniciációját jelölő RNS-polimeráz II 
forma nagyon gyengén, illetve egyáltalán nem festődött (36. ábra, felső sor). Továbbá az is 
megfigyelhető volt, hogy a Moesin festődési intenzitása és eloszlása a Ser2P formával mutat 
nagyobb egyezést, azonban ez esetben is találtunk olyan sávokat, melyek csak a Moesinre 
voltak pozitívak (36. ábra, alsó sor). Ezekből az immunfestésekből azonban így nem volt 
megállapítható, hogy ha az iniciációt jelölő forma gyengén festődik, ott történik-e elongáció, 









A további vizsgálatokhoz ezért hármas immunfestésben hasonlítottuk össze a Moesin és 
a két különböző RNS-polimeráz II forma kromoszómális eloszlását, mivel ekkor már 
rendelkezésünkre állt egy másik állatban előállított, az elongációra specifikus 
poszttranszlációs módosítást felismerő ellenanyag.  
A két polimeráz forma között általunk is megfigyelt kolokalizációt a bizonyos szintű 
átfedésen túl (Ser2P jelen van az iniciációs és az elongációs fázisokban is) még az is 
okozhatja, hogy az immunfestések során a nyálmirigy politén óriáskromoszómákon egy 
sávként megjelenő régió akár több száz kbp méretű is lehet. Ennek következtében egy-egy 
ilyen régió sok gént tartalmaz, melyek eltérő transzkripciós állapotban lehetnek és az általunk 
használt konfokális mikroszkóp felbontása miatt nem különíthetőek el (37. ábra felső sor, 
nyílhegy). Ezért a hármas immunfestési kísérletben olyan kromoszóma régiókon vizsgáltuk a 
Moesin lokalizációját, ahol a két RNS-polimeráz formára specifikus ellenanyag egyértelműen 
eltérő intenzitással festett. 
A kísérlet során azt találtuk, hogy ahol gyenge iniciációs jel mellett erős Moesin 
festődés mutatkozott, ott erős elongációs jelet észleltünk (37. ábra felső sor, nyíl). Emellett 
olyan régiókat is megfigyelhettünk, ahol egyedül az iniciációt jelölő Ser5P forma volt jelen, 
azonban itt sem a Moesin, sem a SerP2 nem volt detektálható (37. ábra alsó sor, nyíl). Ebből 
azt a következtetést vonhatjuk le, hogy a Moesin sokkal nagyobb mértékben fed át az 
elongációra specifikus jelöléssel, mint az iniciációt jelölővel, vagyis a Moesin nincs jelen a 
transzkripció helyén az iniciációs fázisban, hanem valószínűleg a génátírás későbbi 
lépéseiben, az elongációban, illetve a terminációban lehet szerepe. 
Ezekben a kísérletekben megfigyeltünk olyan kromoszóma régiókat is, ahol a Moesin 
festődése volt a legintenzívebb és a két RNS-polimeráz II forma gyenge intenzitással volt 
jelen (37. ábra felső sor, csillag). Ez felveti annak a lehetőségét, hogy a Moesin nem csak a 
36. ábra A Moesin és az RNS-poli-
meráz II lokalizációja a kromo-
szómákon. Felső sor: Kettős im-
munfestésekben a Moesin-HA (piros 
szín) erős festődést mutat olyan 
régiókban is, ahol az iniciációra 
specifikus RNS-polimeráz II 
jelölődés nagyon gyenge (nyílhegy). 
Alsó sor: Kettős immunfestésekkel 
szintén találhatóak olyan 
kromoszómális régiók, ahol a 
Moesin-HA (piros szín) jelen van, az 
elongációt jelölő RNS-polimeráz II 




transzkripcióban játszik szerepet a kromoszómákon, hanem más funkciókkal is rendelkezhet, 
azonban ezt a megfigyelésünket nem vizsgáltuk részletesebben. 
 
37. ábra A Moesin nem vesz részt a transzkripció iniciációban. Hármas immunfestésben 
azt az eredményt kaptuk, hogy ahol erős Moesin (fehér szín) és gyenge iniciációra specifikus 
RNS-polimeráz II festődés (piros szín) látható, ott erős jelet ad az elongációra specifikusabb 
RNS-polimeráz II (zöld szín) forma (felső sor, nyíl). Ahol viszont az iniciációra specifikus 
mutat erős festődést, ott gyenge elongációs, illetve Moesin jelintenzitást figyeltünk meg (alsó 
ábra, nyíl). Ezek alapján a Moesin nem vesz részt a transzkripció iniciációban, hanem 
feltételezhetően a későbbi lépésekben játszhat szerepet. 
 
4.6.4. A Moesin működése a transzkripció elongációs fázisához 
kapcsolható 
Annak eldöntésére, hogy a Moesin a transzkripció elongációjában vagy terminációjában 
vesz-e részt, a harmadik stádiumú Drosophila lárvákban már jól ismert és részletesen leírt 
transzkripcionális programot használtuk fel (Ashburner, 1967; Capelson és mtsai., 2010). 
Eszerint az egyes fejlődési stádiumokban meghatározott mennyiségben termelődő ekdizon 
vedlési hormon aktiválja a gének egy csoportját, melyeket összefoglalóan ekdizon indukált 
géneknek nevezünk. Ezek közé tartoznak többek között a 74EF/75B citológiai lókuszban 
található célgének, melyekről a harmadik lárvastádium végén megemelkedő ekdizon 
hormonszint következtében erős átíródás következik be. Ezt az aktiválódást a kromatin 
fellazulása következtében kialakuló puffszerkezet mikroszkóppal könnyen megfigyelhetővé 
teszi. A 68C citológiai régióban található gének azonban ugyanerre az ekdizonszint 




időintervallum alatt ebben a két, eltérő viselkedésű lókuszban történő megfigyelésével 
megvizsgálható, hogy a fehérje az egyre aktívabb, elongálódó vagy pedig az éppen 
terminálódó transzkripció során van-e jelen. A kísérlet elvégzéséhez négy meghatározott 
mintavételi időpontban harmadik fejlődési stádiumú, vándorló lárvákat gyűjtöttünk, melyek 
nyálmirigyeiből politén óriáskromoszóma preparátumokat készítettünk a Moesin lokalizáció 
időbeli követéséhez a már említett ekdizon szenzitív kromoszómális lókuszokban. A 
transzkripciós stádiumok ellenőrzéséhez RNS-polimeráz II Ser2P festést használtunk 
kontrollként és megállapítottuk, hogy a szinkronizálás sikeres volt, a 74EF/75B puff ebben az 
időintervallumban egyre aktívabbá vált, míg ezzel párhuzamosan a 68C régióban a jel 
fokozatosan megszűnt, tehát a transzkripció terminálódott, így a rendszerünket megfelelőnek 
találtuk a kísérlet elvégzésére (38. ábra). 
A Moesin esetében az aktiválódó 74EF/75B lókuszban azt figyeltük meg, hogy a jel 
intenzitása akkor érte el a maximumot, amikor a transzkripció is a legerősebb volt, ezzel 
szemben a 68C lókuszban gyenge festődést láttunk, mely az idő előrehaladtával teljesen 
megszűnt (38. ábra). Ebből arra következtettünk, hogy a Moesin nem a transzkripció 
terminációjában vesz részt, hanem elsősorban a transzkripció elongációs fázisában. 
 
 
38. ábra A Moesin lokalizációja aktiválódó és terminálódó ekdizon érzékeny 
lókuszokban. A kísérleteinkben vizsgált mintavételi időpontokban a megemelkedő 
ekdizonszint hatására a 74EF/75B lókusz aktiválódik, míg a 68C terminálódik. A 
transzgenikusan termelt Moesin-HA (piros szín) akkor mutatja a legintenzívebb halmozódást, 
amikor a génműködés is a legaktívabb (74EF/75B puff, PS5-8), míg a terminációval eltűnik a 






4.7. A Moesin az mRNP partikulumokba lokalizál 
Eddigi eredményeink a Moesin működését a transzkripció elongációs fázisához 
kapcsolták, azonban ismert az is, hogy az elongáció során képződő RNS molekulákra a 
transzkripció helyszínén további fehérjék kapcsolódnak, melyek szerepet játszanak azok 
érésében, az intronok kivágódásában (splicing), illetve az érett mRNS-ek sejtmagi 
exportjában is. Mivel ezek a folyamatok egymással párhuzamosan, időben nem 
elkülöníthetően zajlanak, ezért felmerült annak lehetősége, hogy a Moesin esetleg nem a 
transzkripcióban, hanem ezeknek a folyamatoknak valamelyikében vesz részt. Az intronok 
kivágódásában betöltött esetleges szerep vizsgálatához összehasonlítottuk a Moesin 
sejtmagon belüli eloszlását egy olyan fehérje (SC35) lokalizációjával, mely specifikusan 
kijelöli azokat a sejtmagi helyszíneket, ahol az intronok kivágódása történik. Ahogy az a 39. 
ábrán is látható, a két festés nem mutatott átfedést, melyből arra következtettünk, hogy a 
Moesin nem vesz részt az intronok kivágódásának folyamatában. 
 
 
39. ábra A Moesin nem található meg az intronok kivágódásának helyszínein. A 
transzgenikusan termelt Moesin-HA fehérje (zöld szín) eltérő eloszlást mutat az intronok 
kivágódásának helyszínét jelző SC35 fehérje lokalizációjától. 
 
Ezután megvizsgáltuk a Moesin jelenlétét az mRNS-ek exportját végző mRNP fehérje 
komplexekben. Mivel a sejtmagi transzportfolyamatok vizsgálatára elvégzett 
szűrővizsgálatban eredményül kapott Rae1 és Nup98 fehérjék szintén ebben a folyamatban 
vesznek részt, először összehasonlítottuk a Rae1 és a Moesin kromoszómális, illetve 
extrakromoszómális lokalizációját. A kromoszóma preparálás során a módszernek 
köszönhetően az mRNP partikulomok is fixálódnak a tárgylemezen, melyek így 
immunfestéssel vizsgálhatóak. A kísérletekhez nyálmirigy-specifikusan, epitóppal jelölt 
fehérjéket termelő állatokat használtunk. 
Ahogy az a 40. ábrán is látható, nagymértékű kolokalizáció figyelhető meg a Moesin és 
Rae1 fehérjék között a kromoszómák körül található extrakromoszómális mintázatban, mely 




keresztül. Az eredmények megerősítéséhez elvégeztünk egy olyan kettős immunfestést is, 
amelyben a Moesin és egy mRNS kötő fehérje - a poli(A)-kötő fehérje (Poly(A)-Binding 
Protein/PABP) - lokalizációját hasonlítottuk össze. Mivel ebben az esetben is nagymértékű, 
átfedő lokalizációt kaptunk, ez megerősítette azt a feltevésünket, hogy a Moesin jelen van az 
mRNS-ek exportját végző mRNP partikulumokban (40. ábra). 
 
 
A kísérletet a Nup98 esetében nem tudtuk elvégezni, mivel abból nem áll 
rendelkezésre sem a fehérjét epitóppal jelölt formában, transzgenikusan termelő Drosophila 
törzs, sem a Nup98 fehérjét felismerő ellenanyag. 
 
4.7.1. A Moesin és a Nup98, Rae1 fehérjék kölcsönhatásának vizsgálata 
A Moesin mRNS exportban betöltött szerepét biokémiai módszerekkel is szerettük 
volna megerősíteni. Ezért S2R+ sejtekben tranziens fehérje termelésre alkalmas, különböző 
epitópokkal jelölt Moesin, Rae1 és Nup98 konstrukciókat hoztunk létre. A Moesin esetében 
korábbi tapasztalatokra alapozva az N-terminálison jelöltük a fehérjét, a többi esetben az N-, 
illetve a C-terminálison történő jelölést is létrehoztuk. Az így jelölt fehérjék kifejeződését, 
valamint megfelelő lokalizációját immunfestéssel, méretüket pedig Western-blot kísérlettel 
ellenőriztük (41. ábra). A jelölt Moesin és Rae1 fehérjék esetében mind a lokalizációt, mind a 
méretet megfelelőnek találtuk, a Nup98 fehérje N-terminális végén történő jelölésekor 
azonban az irodalmi adatokból ismert, magmembránon való lokalizációtól teljesen eltérő 
mintázatot figyeltünk meg, ezért a továbbiakban a C-terminálison jelölt Nup98 konstrukciót 
választottuk, mely a helyes sejten belüli eloszlást mutatta (41A. ábra). 
40. ábra A Moesin az 
mRNP partikulumokba 
lokalizál. 
A transzgenikusan termelt 




mokon a Rae1-GFP, 
valamint a PABP-Flag 






specifikus immunfestéssel. Az N-terminálison Myc epitóppal jelölt Nup98 fehérje (Myc-
Nup98) lokalizációja nem megfelelő, míg a többi esetben a várt sejten belüli eloszlást kaptuk. 
DAPI festés: kék. Méret 25 µm. (B) Western-blot kísérletben a termelődő fehérjék méretét 
megfelelőnek találtuk. Várt méretek: Moesin-V5 - 69,5 kDa, Rae1-Flag - 41,6 kDa, Nup98-
Myc - 128,8 kDa. A fekete vonal mentén a membránt elvágtuk a különböző molsúlyú fehérjék 
különböző ellenanyagokkal történő detektálásának céljából. 
 
Ezután fehérje koimmunprecipitációs kísérleteket végeztünk, ahol a Moesin és a Rae1, 
illetve a Moesin és a Nup98 fehérjék közötti kölcsönhatást vizsgáltuk. Az interakciós 
kísérletekben a Nup98 és Rae1 fehérjéket választottuk pozitív kontrollnak, mivel ezek már 
bizonyítottan közvetlen kölcsönható partnerek (Ren és mtsai., 2010). Miután a pozitív 
41. ábra A fehérje interakciós 
vizsgálatban szereplő jelölt 
konstrukciók 
transzfekciójának, valamint a 
termelődő fehérjék 
lokalizációjának és méretének 
ellenőrzése. (A) Az S2R+ 
sejtekben tranziensen termelt, 
V5, Flag, illetve Myc epitóppal 
jelölt fehérjék lokalizációjának 




kontroll esetében sikeresen optimalizáltuk a kísérlet körülményeit, megfelelőnek találtuk a 
vizsgálati rendszert a munka elvégzéséhez (42. ábra). 
 
 
42. ábra A fehérje koimmunprecipitációs kísérlethez a Nup98 és a Rae1 fehérjék közötti 
interakciót használtuk pozitív kontrollként. Az S2R+ sejtekben tranziensen termelt Nup98-
Myc kölcsönhatást mutatott a Rae1-Flag fehérjével. 55 kDa-nál az ellenanyag nehéz lánca 
látható. A fekete vonal mentén a membránt elvágtuk a különböző molsúlyú fehérjék 
különböző ellenanyagokkal történő detektálásának céljából. NAC (No Antibody Control) - 
ellenanyag nélküli kontroll minta. kont. – kontroll, IP – immunprecipitáció, ea. – ellenanyag. 
 
Ahogy az már a dolgozat elején említésre került, a Moesin fehérje elsősorban a sejt 
citoplazmájában található meg. Mivel azonban a Rae1 és Nup98 fehérjék szinte kizárólag 
sejtmagiak, így az interakciók teszteléséhez nem sejtmagi fehérje frakción, hanem teljes 
fehérje preparátumon dolgoztunk. A kísérletben mind a Nup98, mind a Rae1 esetén 
egyértelműen ki tudtuk mutatni a Moesin fehérjével történő interakciót, amiből arra 
következtethetünk, hogy a Moesin a Nup98/Rae1-hez való kötődésen keresztül az mRNP 
komplexek tagja, és egyúttal megerősítette azt a feltevésünket, hogy a Moesin részt vesz az 





43. ábra A Moesin kölcsönhatást mutat a Rae1 és Nup98 fehérjékkel S2R+ sejtekben. 
Teljes sejtlizátumon végzett fehérje koimmunprecipitációs kísérletben a Nup98-Myc és a 
Rae1-Flag interakciót mutatott a Moesin-V5 fehérjével. Jobb oldalon a téglalappal 
körülhatárolt területek láthatóak hosszabb expozíciós idővel. 55 kDa-nál az ellenanyag nehéz 
lánca látható. A fekete vonal mentén a membránt elvágtuk a különböző molsúlyú fehérjék 
különböző ellenanyagokkal történő detektálásának céljából. IP – immunprecipitáció, ea. – 
ellenanyag. 
 
Ezek a kísérletek azonban nem adnak választ arra a kérdésre, hogy a kimutatott 
interakciók közvetlen vagy közvetett módon jönnek-e létre? Ennek részletesebb vizsgálatához 
rae1, illetve nup98 RNS interferenciát alkalmazva ismételtük meg a kísérleteket. Így tehát 
rae1 csendesített háttéren vizsgáltuk a Moesin és a Nup98, illetve nup98 csendesített háttéren 
a Moesin és a Rae1 közötti interakciót. Az RNS interferenciás háttér előnye, hogy pozitív 
eredmény esetén kijelenthetjük, hogy a csendesített fehérje nem szükséges a kimutatott 
interakcióhoz. Ahogy az korábban már bemutatásra került, a rae1 és nup98 gének 
csendesítésével a Moesin nagy mennyiségben felhalmozódik a sejtmagban, ezáltal elősegíti a 
fehérje sejtmagi kölcsönhatásainak kimutatását is. Az immunprecipitáció során a gyöngyökről 
ezúttal már a Guanidin-hidrokloriddal (GHCl) történő eluálási módszert alkalmaztuk, mivel 
így az immunprecipitációhoz használt ellenanyag, valamint a csali fehérje nagy többsége is a 
gyöngyön marad, és csak a kihorgonyzott kötőpartner válik le. Ezt követően a gyöngyön 
maradt fehérjéket SDS segítségével eluáltuk annak kontrollálására, hogy a csali fehérje, 




A kísérlet során azt az eredményt kaptuk, hogy rae1 csendesítést követően a Moesin 
ugyanúgy képes kapcsolódni a Nup98 fehérjéhez, az interakció pedig a koimmunprecipitációs 
kísérlet mindkét irányból történő elvégzésével kimutatható (44. ábra). Bár az utóbbi esetben 
kismértékű, aspecifikus Nup98-Myc kötődést is megfigyeltünk, de ha a Moesin-V5 mint csali 
jelen volt a gyöngyökön, a kihorgonyzott Nup98-Myc fehérje mennyisége egyértelműen több 
volt (44B. ábra). Ezzel szemben a nup98 csendesítésével már nem tudtunk a Moesin és a Rae1 
között kölcsönhatást kimutatni, ami azt jelenti, hogy az RNS interferencia nélkül megfigyelt 
interakció a két fehérje között közvetett, és a Nup98 fehérje jelenléte is szükséges hozzá. Ezek 
az eredményeink tehát arra utalnak, hogy a Moesin, a Nup98 és a Rae1 fehérjék valószínűleg 
ugyanabban az RNS szállító fehérje komplexben találhatóak, ahol a Moesin jelenlétét a 
Nup98 és a Moesin közötti közvetlen kapcsolat biztosítja. 
 
44. ábra A Moesin fehérje koimmunprecipitációs kísérletekben interakciót mutat a 
Nup98 fehérjével rae1 RNS interferenciás háttéren. Az S2R+ sejtekben tranziensen termelt 
Moesin-V5 és a Nup98-Myc fehérjék között mindkét irányból (A, jobb oldal, illetve B) 
kimutatható az interakció. A kötőpartnerek izolálásához Guanidin-hidrokloriddal (GHCl), 
majd a továbbra is a gyöngyön maradt fehérjékhez (csali+ellenanyag) egy második, SDS-sel 
történő eluálást alkalmaztunk (A, baloldal). Az első kísérletben a Western-blot kísérletet 
megismételtük az SDS-sel eluált kontroll fehérje minták elhagyásával a háttér csökkentése 
céljából (A, jobb oldal). (B) Az SDS-sel történő második eluálás nincs feltüntetve, mivel ott a 
GHCl esetén is megbizonyosodhattunk a csali fehérje jelenlétéről a gyöngyökön. 55 kDa-nál 
az ellenanyag nehéz lánca látható. A fekete vonal mentén a membránt elvágtuk a különböző 
molsúlyú fehérjék különböző ellenanyagokkal történő detektálásának céljából. kont. – 









4.8. A Moesin mRNS exportban betöltött szerepének biokémiai 
vizsgálata 
 
A sejtekben az RNS-ek sejtmagból történő kiszállításának többféle mechanizmusa 
ismert. Különbözőképpen történik a kis, illetve a nagyméretű, valamint az intronos (például a 
HSP83 Drosophila hősokk fehérje), illetve az intronnal nem rendelkező (például a HSP70 
Drosophila hősokk fehérje) RNS molekulák citoplazmába történő kiszállítása. Ma már számos 
olyan fehérje ismert, melyek ezekben az útvonalakban vesznek részt, illetve az egyes 
alútvonalakra specifikusak (45. ábra) (Farny és mtsai., 2008). 
 
 
45. ábra Az RNS-ek citoplazmába történő szállítása különböző útvonalakon keresztül 
valósulhat meg. A sejtekben az intron nélküli, illetve az intronnal rendelkező RNS-ek 
szállítása eltérő mechanizmussal történik. Bizonyos fehérjék minden útvonalban 
megtalálhatóak, így hiányuk esetén minden RNS felhalmozódik a magban (fehérjék sárga 
háttéren). A szállításban résztvevő fehérjék egy csoportja azonban specifikus az intronnal 
rendelkező RNS-ekre, mivel gátlásukkal csak az intronnal rendelkező RNS-ek exportja sérül 
(fehérjék szürke háttéren). Forrás: (Farny és mtsai., 2008). 
 
További vizsgálatainkban a Moesint szerettük volna elhelyezni ebben a rendszerben, és 
meghatározni, hogy melyik sejtmagi export útvonalban játszhat szerepet. Ehhez fehérje 
koimmunprecipitációs szűrővizsgálatot hajtottunk végre S2R+ sejteken. A kísérletsorozatban 
szereplő interakciós jelölteket termelő konstrukciókat Pamela Silver laboratóriuma bocsátotta 
rendelkezésünkre (46A. ábra). Első lépésben immunfestéssel leellenőriztük az egyes 
konstrukciók sejtekben történő kifejeződését (46B. ábra), majd miután mindent rendben 
találtunk, S2R+ sejteket kotranszfektáltunk és elvégeztük a koimmunprecipitációs 
kísérleteket. Mivel az interakciós jelöltek V5, illetve GFP epitóp jelölést hordoztak, így az 





Jelölt Méret (kDa) Epitóp 
Sbr (NXF1) 76,2 GFP 
p15 (Nxt1) 15,2 GFP 
PCID2 45,2 V5 
CG2063 (SAP30BP) 36,2 V5 
ZC3H3 66,3 V5 
CG2685 61 V5 
L(1)10 Bb (BUD31) 17 V5 
CG14701 (DPH3) 10,1 V5 
CG31126 (BOLA1) 17 V5 
 
 
46. ábra A fehérje interakciós szűrővizsgálatban tesztelt jelöltek listája (A), valamint 
azok expressziójának ellenőrzése (B). Koimmunprecipitációs kísérletsorozatban már ismert, 






Zárójelben az egyes jelöltek emlős homológjainak neve látható. (B) A konstrukciókkal S2R+ 
sejteket tranziensen transzfektáltunk, majd GFP (zöld szín), illetve V5 (piros szín) 
ellenanyaggal történő immunfestésben győződtünk meg az egyes fehérjék termelődéséről. 
DAPI festés: kék. 
 
Az interakciós szűrővizsgálat során a Moesin a PCID2 fehérjével mutatott interakciót. 
Az eredmény megerősítéseként a kísérletet elvégeztük a Moesin fehérjekötő FERM-doménjét 
önállóan termeltetve is, amely szintén kölcsönhatást mutatott a PCID2-vel (47. ábra). 
 
47. ábra A Moesin interakciót mutat a PCID2 fehérjével. A teljes hosszúságú Moesin-GFP 
(bal oldal, FL-Moe), valamint a FERM-domén Moesin-GFP (jobb oldal, FERM-Moe) 
interakciót mutat fehérje koimmunprecipitációs kísérletben a V5 epitóppal jelölt PCID2 
fehérjével. FL-Moe-GFP: 95,1 kDa, FERM-Moe-GFP: 80,24 kDa. 55 kDa-nál az ellenanyag 
nehéz lánca látható. A fekete vonal mentén a membránt elvágtuk a különböző 
ellenanyagokkal történő detektálás céljából. kont. – kontroll, IP – immunprecipitáció, ea. – 
ellenanyag. 
 
A PCID2 (PCI Domain-containing Protein 2) fehérje mRNS exportban betöltött 
szerepét egy RNS interferencia alapú szűrővizsgálatban azonosították, ahol csendesítésével az 
RNS molekulák nagy mennyiségben felhalmozódtak a sejtmagban (Farny és mtsai., 2008). 
Ma már ismert, hogy a PCID2 az NXF1 mRNS export receptorral közvetlen kölcsönhatásban 
vesz részt az mRNS molekulák sejtmagi exportjában. Az interakcióról kimutatták, hogy nem 
RNS függő, valamint nem a PCI fehérjekötő doménen keresztül valósul meg. Szintén ismert 
adat, hogy a PCID2 fehérjére a Crm1 export útvonalon keresztül folyamatos kicserélődés 
jellemző a sejtmag és a citoplazma között (Farny és mtsai., 2008). 
A Moesinnel történő interakciós szűrővizsgálatunkban a PCID2 mellett a CG2685 is 
interakciót mutatott a Moesinnnel, melyet ez esetben is sikerült megerősíteni a Moesin 




mennyiségben jelen levő interakciót, de mutatója lehet a gyengébb, illetve más fehérjéken 
keresztül megvalósuló, közvetett interakciónak is. Ennek vizsgálatához azonban további 
kísérleteket egyelőre nem végeztünk. A CG2685 fehérjéről nem sok információ áll 
rendelkezésünkre az irodalomban. Az mRNS-ek exportjában betöltött szerepét szintén egy 
nagyobb léptékű szűrővizsgálatban mutatták ki, ahol RNS interferenciával való 
lecsendesítését követően azt tapasztalták, hogy az intron nélküli HSP70 RNS-sel ellentétben 
az intronnal rendelkező HSP83 felhalmozódott a sejtmagban. Ugyanezt a PCID2 
csendesítésével is elvégezték a kísérletben, ahol azonban minden típusú RNS kiszállítása 
gátlódott, tehát a PCID2 általános szerepet tölthet be az mRNS exportban (Farny és mtsai., 
2008). Eredményeink alapján elképzelhető tehát, hogy a Moesin elsősorban az intronnal 
rendelkező RNS molekulák sejtmagi exportjában vesz részt, ennek bizonyításához valamint a 




4.9. A Moesin a sejtmagban aktinhoz horgonyozhat 
Mivel a Moesin a citoplazmában elsősorban aktinhoz horgonyzó, keresztkötő 
fehérjeként látja el funkcióját, szerettük volna megvizsgálni, hogy vajon a sejtmagban is 
hasonlóan látja-e el szerepét. Ehhez a Moesin különböző csonkolt, csak a fehérjekötő FERM-, 
illetve az aktinkötő-doménjét termelő transzgenikus Drosophila törzseket hoztunk létre. 
A Moesin fehérje 586 aminosav hosszúságú, melyben az általunk funkcionálisnak talált 
sejtmagi lokalizációs szignál szekvencia a 294-297 aminosav pozícióban található. A 
csonkolt, csak a fehérjekötő FERM-doménnel rendelkező forma az 1-484-ig terjedő 
aminosavakat tartalmazza, tehát hordozza az NLS szekvenciát, így feltételezhetően a teljes 
hosszúságú fehérjéhez hasonló módon képes bejutni a sejtmagba. 
A csonkolt aktinkötő domén viszont csak a fehérje további rövid, C-terminális részét 
jelenti, mely tehát nem hordozza a funkcionális NLS szekvenciát, azonban ez a forma is 
48. ábra A CG2685 is interakciót mutat a 
Moesin fehérjével. A teljes hosszúságú 
Moesin-GFP (FL-Moe), valamint a Moesin 
GFP-vel jelölt FERM-doménje önmagában 
(FERM-Moe) interakciót mutat fehérje 
koimmunprecipitációs kísérletben a PCID2 és a 




megtalálható volt a sejtmagban. Ennek az lehet a magyarázata, hogy kis méretével a 
sejtmagba NLS szekvencia nélkül, passzív módon bejutni képes fehérjék mérettartományába 
tartozik. Annak ellenére azonban, hogy a sejtmagba más mechanizmussal juthat be, a 
sejtmagon belüli mintázata valószínűleg a teljes hosszúságú fehérjével megegyezően a 
kötőpartnerének, az aktin eloszlásának megfelelően alakul ki. 
Ahogy tehát az a 49. ábrán is látható, a Moesin C-terminális aktinkötő- és az N-
terminális FERM-doménjei külön-külön is a sejtmagba lokalizálnak, ahol a teljes hosszúságú 
Moesin fehérjéhez és az aktinhoz hasonlóan jelen vannak a nukleoplazmában, illetve sávos 
mintázatban a kromoszómákon is. 
A két csonkolt és a teljes hosszúságú Moesin fehérje formák sejtmagon belüli egyforma 
eloszlása tehát utalhat arra, hogy a Moesin a citoplazmás funkciójához hasonló szereppel 
rendelkezhet a sejtmagban is, vagyis keresztkötő, komplex összetartó és stabilizáló funkciója 
lehet. 
 
49. ábra A Moesin teljes hosszúságú és különböző csonkolt formáinak, valamint az aktin 
lokalizációja nyálmirigy sejtmagban. A Moesin GFP-vel jelölt C-terminális aktinkötő- 
(Akt-Moe), illetve N-terminális fehérjekötő FERM-doménje (FERM-Moe) a teljes 
hosszúságú fehérjével (Moe) megegyező sejtmagi eloszlást mutat lárvális nyálmirigyekben. A 
GFP-vel jelölt aktin szintén a sejtmagba lokalizál, ahol sávos mintázatban van jelen a 





5. EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA ÉS TOVÁBBMUTATÁS 
 
A Moesin az emlősökben is megtalálható, konzervált ERM fehérjecsalád tagja, melyek 
elsősorban a plazmamembrán fehérjék és az alatta szerveződő citoszkeletális aktin hálózat 
között hoznak létre kapcsolatot. A strukturális szerep mellett a kihorgonyzott 
membránfehérjék természetétől függően a fehérjék jelátviteli útvonalakban is részt vehetnek. 
Irodalmi adatok azonban már arra utaltak, hogy az ERM fehérjék sejtekben betöltött szerepe 
nem korlátozódik a citoplazmára (Batchelor és mtsai., 2004; Bergquist és mtsai., 2001; 
Vilmos és mtsai., 2009). 
Néhány évvel ezelőtt csoportunk azt a meglepő megfigyelést tette, hogy az eddig 
kizárólagosan citoplazmatikusként ismert, ERM családba tartozó Moesin fehérje megtalálható 
a sejtmagban is (Vilmos és mtsai., 2009). Számítógépes szoftverrel történő kötőpartner-
analízis szintén azt jelezte számunkra, hogy az ERM családba tartozó Drosophila Moesin 
fehérje sejtekben betöltött szerepe valószínűleg nem korlátozódik a sejt citoplazmájára. Ezt 
nagyon érdekesnek találtuk, mivel az utóbbi évtizedben a fehérjecsalád fő kötőpartneréről, az 
aktinról is bebizonyosodott, hogy megtalálható a sejtmagban, ahol pedig részt vesz több 
sejtmagi komplex működésében (Visa és Percipalle, 2010), a DNS hibajavításban (Belin és 
mtsai., 2015), a transzkripciós komplex összeszerelődésében és működésében (Fomproix és 
Percipalle, 2004; Hofmann és mtsai., 2004; Hu és mtsai., 2004; Kukalev és mtsai., 2005; 
Obrdlik és Percipalle, 2011; Philimonenko és mtsai., 2004; Soderberg és mtsai., 2012; Yoo és 
mtsai., 2007), valamint a sejtmagi RNS szállítás (Percipalle és mtsai., 2002; Percipalle és 
mtsai., 2001) folyamataiban is. Megfigyelésünk jelentőségét tovább erősítette, hogy az utóbbi 
időben az intermedier filamentumok csoportjába tartozó Lamin fehérje mellett egyre több 
citoszkeletális vázelemről, keresztkötő fehérjéről, valamint aktin motorfehérjékről is 
bizonyították, hogy a citoplazma mellett a sejtmagban is megtalálhatóak és ott funkcióval 
rendelkeznek (Simon és Wilson, 2011). Munkánk során tehát célul tűztük ki a Moesin fehérje 
sejtmagi lokalizációjának pontos leírását, valamint az ebben a sejtkompartmentumban 
betöltött funkciójának meghatározását.  
Első kísérleteink alapján a sejtmagban található Moesin fehérje készlet lokalizálódását 
rendkívül dinamikusnak találtuk, mely megegyezik a fehérjének a citoplazmában már 
kimutatott kötési tulajdonságaival (Vilmos és mtsai., 2009), és ami alapján elképzelhetőnek 





A citoplazmatikus és a sejtmagi Moesin készletek kapcsolatának vizsgálata azt mutatta, 
hogy nyugalmi állapotban nincs jelentős sejtmagi import. Ez a kísérlet, bár közvetett módon, 
de a sejtmagi export folyamatokról is információt ad, ugyanis mivel a nyugalmi állapotú 
sejtmagokban körülbelül állandó mennyiségben, mindig megfigyelhető a Moesin fehérje, így 
amennyiben nincs jelentős import, az állandó, jelentős export sem valószínű. A jelenségre egy 
lehetséges magyarázat lehet, hogy a sejtosztódás alatt, a sejtmagmembrán 
összeszerelődésének folyamata során bizonyos mennyiségű Moesin fehérje körülzáródik, 
mely normál, nyugalmi állapotú sejtmag esetében nem hagyja el a sejtmagot, s elégséges az 
ottani funkciójának betöltéséhez. 
Különböző külső ingerekkel azonban indukálni tudtuk a Moesin szabályozott, aktív 
sejtmagi importját, melyhez a génben azonosítottunk egy konzervált sejtmagi lokalizációs 
szignál (NLS) szekvenciát is. Érdekes módon azonban azt tapasztaltuk, hogy az aktiváló inger 
nélkül is megfigyelhető volt bizonyos mennyiségű ∆NLS-Moesin fehérje a sejtmagban. 
Ennek valószínűleg az a már korábban említett jelenség lehet a magyarázata, hogy a 
sejtosztódás során az összeszerelődő sejtmagmembrán által bizonyos mennyiségű Moesin 
passzív módon körülzáródhat. Az NLS függő aktív import mechanizmus pedig csak akkor 
aktiválódik, ha a fehérjére például a megemelkedő transzkripciós aktivitás következtében 
nagyobb mennyiségben van szükség a sejtmagban. Ugyanakkor nem zárható ki az a 
magyarázat sem, hogy mivel a Moesin fehérje mérete nem sokkal haladja meg a sejtmag és a 
citoplazma között passzív transzporttal kicserélődő fehérjék mérettartományát, bizonyos 
mértékben a Moesin is képes lehet diffúzióval bejutni a sejtmagba, és ezért látható kis 
mennyiségű ∆NLS-Moesin az interfázisos, nyugalomban levő sejtmagban. 
Miután a Drosophilában elvégzett, genom szintű élesztő-kéthibrid vizsgálatokban 
megállapított potenciális kölcsönható partnerek között maga a Moesin fehérje is mindig jelen 
volt (14. ábra), felmerült annak lehetősége, hogy a Moesin nem monomer formában, hanem 
önmagával dimert képezve jut be a sejtmagba. A ∆NLS1-Moesin fehérjével elvégzett 
kísérleteink azonban nem támogatják ezt a felvetést, ugyanis a sejtekben a ΔNLS1 forma 
mellett a vad típusú, endogén Moesin fehérje is jelen volt, mely rendelkezett sejtmagi 
lokalizációs szekvenciával, mégsem tudta a ΔNLS1 formát a sejtmagba vinni. Mindezek 
ellenére azonban abban az esetben mégis fennáll a lehetősége annak, hogy dimer formában 
történik az import, ha a dimer mindkét tagjának rendelkeznie kell NLS szekvenciával az aktív 
bejutáshoz. 
A Moesin kromoszómális lokalizációjának okára vonatkozó elképzelésünk szerint a 




kromoszómákon, a nukleoplazmában pedig többek között a kromoszómák és a citoplazma 
között szállítódó RNS-fehérje komplexekben látható. A triptolid vegyszerrel történő kezelés 
eredménye, mely a transzkripciós komplex szétesését, ezáltal pedig a Moesin leválását okozta 
a kromoszómákról, nem zárja ki, hogy a Moesin közvetlenül a transzkripciós komplexhez is 
kapcsolódik. Jelenlegi modellünk szerint azonban a kezelést követő leválást az okozza, hogy a 
széteső transzkripciós komplex miatt leáll az RNS szintézis, és így a képződő RNS-ekhez 
kötődő fehérjék ugyanúgy leválnak a kromoszómákról, mint a transzkripciós komplex tagjai.  
A Moesinnek az mRNP komplexekben való szerepére többek között az is bizonyítékul 
szolgált, hogy a Moesin pöttyös festődést mutatott a kromoszómák közötti területeken. 
Miután ezekben a foltokban a Moesin kolokalizációt mutatott két mRNS kötő fehérjével, a 
Rae1 és PABP fehérjékkel, egyértelművé vált, hogy az extrakromoszómális festődési 
mintázat a citoplazma felé szállítódó mRNS-fehérje komplexeket jelöli, melyeknek így a 
Moesin egy potenciális új komponense lehet. Ezt támasztja alá az a megfigyelésünk is, hogy 
ha a már ismert, mRNS exportban résztvevő nup98 és rae1 géneket RNS interferencia 
segítségével lecsendesítettük, a Moesin nagymértékben felhalmozódott a sejtmagban. 
Feltételezéseink szerint ebben az esetben a csendesítések következtében az mRNP komplexek 
összeszerelődése és így exportja sérül, aminek eredményeképpen azok nem képesek kijutni a 
sejtmagból. Az eközben folyamatosan átíródó újabb RNS-eknek azonban szintén mRNP 
komplexbe kell épülniük, ezért a szükséges szállítási komponensek a citoplazmából 
pótlódnak. A folyamat eredményeképpen pedig az egyre felhalmozódó, sejtmagban rekedt 
mRNP komplexek okozzák a Moesin általunk is megfigyelt sejtmagi felhalmozódását. 
Mivel a Rae1 és a PABP fehérjék közvetlenül az mRNS-hez, illetve a kiszállítást végző 
mRNP komplexhez kapcsolódnak, így esetükben az elvártnak megfelelően nem, vagy csak kis 
mértékben figyeltünk meg kromoszómális lokalizációt, inkább elsősorban az 
extrakromoszómális területeken voltak jelen. Minthogy a Moesinnek a kromoszómák közötti, 
gyakran pöttyös festődési mintázata mellett a kromoszómális festődése is jelentős, ezért 
elképzelhető, hogy a Moesin hamarabb épül be az átíródó RNS molekulákon képződő fehérje 
komplexbe, és ezért figyelhető meg az intenzív kromoszómális festődés. Természetesen az is 
lehetséges, hogy a Moesin fehérjének a transzkripciós komplexben is szerepe lehet, illetve az 
sem zárható ki, hogy a Moesin további más, transzkripciótól független kromoszómális 
folyamatokban is részt vesz, mint például a kromoszóma szerkezet kialakítása, a DNS 
hibajavítás vagy a DNS replikáció. Ezek vizsgálatára a jövőben kromatin immunprecipitációs 
kísérleteket tervezünk elvégezni, ahol szeretnénk megvizsgálni, hogy a Moesin milyen 




Ebből következtethetnénk arra, hogy a Moesin szerepe az mRNS exportra korlátozódik-e, 
vagy pedig további funkciókkal is rendelkezik. 
A transzkripcióval kapcsolatos további érdekes, jövőbeli vizsgálati irány lehet a Moesin 
magvacskában megfigyelt időnkénti halmozódása. A jelenség okának felderítésére 
kísérleteket nem végeztünk, mivel azonban ismert, hogy itt történik az RNS-polimeráz I által 
a riboszómális RNS molekulák átírása, illetve komplexbe épülése, elképzelhető, hogy a 
Moesin ezekben az átírási, illetve szállítási folyamatokban is részt vehet. 
A munkánk során bemutatott, sejtkultúra sejtekből izolált fehérje mintákon végzett 
molekuláris interakciós kísérleteket szeretnénk a jövőben Drosophila egyedekből izolált 
fehérje mintákon is elvégezni. Emellett tervezzük az interakciók további megerősítését a 
bimolekuláris fluoreszcencia komplementációs (BiFC) technológia felhasználásával, melynek 
lényege, hogy egy fluoreszcens fehérje (esetünkben a GFP) két különböző, nem fluoreszkáló 
fragmentjét építjük a két célfehérjére, amelyek a jelöltek interakciója esetén összeállnak 
működőképes, fluoreszkáló fehérjévé. Mivel ez a módszer csak közvetlen kölcsönhatás 
azonosítására alkalmas, így arra a kérdésre is választ kaphatunk, hogy az általunk kimutatott 
interakciók közvetlen vagy pedig közvetett módon alakulnak-e ki. Elképzelhető ugyanis, hogy 
a fehérje koimmunprecipitációs kísérleteinkben a csali fehérjéhez több tagból álló fehérje 
komplex kapcsolódott hozzá, ez esetben pedig a kapott pozitív eredményeink csak arra 
mutatnak rá, hogy az adott partnerek egy komplexben szerepelnek, azonban az egymást 
közvetlenül kötő partnerek ilyen módon nem határozhatóak meg egyértelműen. A jövőben 
szeretnénk a kimutatott interakciók esetében azt is megvizsgálni, hogy az RNS molekulák 
RNáz emésztéssel történő eltávolításával is megmarad-e a kapcsolat a fehérjék között. Ezzel 
azt tudnánk eldönteni, hogy a Moesin általunk detektált fehérje kapcsolataihoz szükséges-e 
RNS jelenléte, vagy anélkül is kapcsolatban vannak-e egymással, azaz meg tudnánk 
egyértelműen erősíteni, hogy tényleg az mRNP partikulumok része a Moesin. 
Az a megfigyelésünk, hogy a Moesin csonkolt formái a teljes hosszúságú fehérjével 
azonos módon lokalizálnak, egy keresztkötő fehérjétől meglepő lehet, hiszen azt várnánk, 
hogy az egyes kötőpartnerek lokalizációja a horgonyzó funkció kiesésével megváltozik, 
melyet a csonkolt Moesin formák eltérő kötési mintázata jelezne. A jelenség oka azonban 
valószínűleg az, hogy a Moesin kötőpartnerei (az aktin és például a Nup98, a Rae1, a PCID2 
vagy a CG2685 fehérjék) nem a Moesin révén vannak jelen a komplexekben, ezeket csak 
összeköti a Moesin. Továbbá ezzel a megközelítéssel és a rendelkezésünkre álló 
mikroszkópos felbontással nem mondható meg egyértelműen, hogy a hasonló lokalizációs 




a helyzet a citoplazmában is, ahol a Moesin bizonyítottan membránfehérjéket horgonyoz a 
kortikális aktinhoz. A sejtmagban megfigyeltekhez hasonlóan a csonkolt formák a 
citoplazmában is követik a vadtípusú fehérje eloszlását: a sejtmembrán mentén halmozódnak. 
Arra a kérdésre, hogy mindkét doménre szükség van-e a sejtmagi funkció ellátásához, 
szükséges lenne az egyes domének sejtmagi funkcióját vizsgálni. Ezt azonban nehezíti, hogy 
jelenleg nem tudunk olyan kondíciót előállítani, ahol a Moesin citoplazmatikus funkciója nem 
sérül, a sejtmagban pedig csak a Moesin különböző csonkolt, fehérjekötő FERM-, illetve 
aktinkötő-doménje van jelen. 
Mivel az ERM fehérjék, így a Moesin C-terminális aktinkötő-doménje is csak F-aktint 
képes kötni, monomer aktint nem (Turunen és mtsai., 1994), ezért az a megfigyelésünk, hogy 
a kísérletünkben használt Moesin aktinkötő-doménje önmagában is a teljes hosszúságú 
fehérjével megegyező eloszlást mutatott a sejtmagban, egyúttal arra is enged következtetni, 
hogy a Moesin a citoplazmás funkcióval megegyező módon valószínűleg a sejtmagban is 
aktin oligomereket, illetve polimer F-aktint köt. A képződő mRNS-en elképzelésünk szerint a 
Moesin a kotranszkripciósan kialakuló mRNP komplexbe épülő aktinhoz kapcsolódhat, és így 
a komplexekben ezen keresztül összetartja az exporthoz szükséges további, funkcionális 
fehérjéket, mint például a Rae1, a Nup98 vagy a PCID2. A jövőben ezért tervezzük olyan 
fehérje koimmunprecipitációs kísérletek elvégzését, ahol izolált sejtmagi fehérje frakción 
vizsgálnánk, hogy a Moesin a citoplazmához hasonlóan a sejtmagban is valóban aktinhoz 
kapcsolódik-e, amihez pedig további fehérjepartnereket horgonyoz. A koimmunprecipitációs 
kísérletek kiterjesztésével pedig további kötőpartnereket szeretnénk azonosítani, hogy még 
részletesebb képet kapjunk a Moesin sejtmagban, illetve mRNS exportban betöltött 
szerepéről.  
Kísérleti eredményeink alapján végül felállítottunk egy modellt a Moesin sejtmagban 
betöltött szerepéről (50. ábra). Eszerint interfázis alatt a Moesin a sejtmagban megemelkedő 
transzkripciós aktivitás, illetve az mRNS export gátlása következtében szabályozott módon, 
aktív transzporttal jut be a sejtmagba. Ehhez a fehérjében egy konzervált sejtmagi lokalizációs 
szignál (NLS) szekvencia motívumra van szükség, a szállítást végző fehérje faktor/faktorok és 
a mechanizmus azonban még nem ismert (50. ábra, A.). Ezt követően a Moesin a 
kotranszkripciósan az RNS-re felépülő fehérje komplexhez kapcsolódhat, (50. ábra, B.), majd 
a Nup98, Rae1 és PCID2 fehérjékkel kölcsönhatásban részt vehet az mRNS kiszállításában 
(50. ábra, C.). Mivel nyugalmi állapotú sejtekben alacsony szintű kicserélődés figyelhető meg 
a sejtmagi és citoplazmás Moesin molekulák között, ezért úgy gondoljuk, hogy a Moesin az 




sejtmag póruson való áthaladás előtt ledisszociálhat a komplexről, majd beépülhet az újonnan 
felépülő mRNP komplexekbe, ezáltal tehát a sejtmagon belül újra felhasználódik, vagyis 
ciklikusan működik (50. ábra, D.).  
 
 
50. ábra A Moesin sejtmagban betöltött szerepének összefoglalása. hnRNP – 
heterogenous nuclear Ribonucleoproteins (RNS-fehérje komplex), PCID2 – PCI domain 
containing 2, Rae1 – Ribonucleic acid export 1, Nup98 – Nucleoporin 98, PABP – Poly(A)-
binding protein, NPC – Nuclear Pore Complex (Magpórus komplex). 
 
A Moesin fehérje metasztatikus folyamatokban betöltött szerepéről számos publikáció 
áll rendelkezésre az irodalomban. Túltermelődésével, illetve lecsökkent kifejeződésével 
hozzájárul patológiás elváltozások kialakulásához, melyeket a Moesin citoplazmatikus 
funkcióinak túlműködésével, illetve kiesésével magyaráznak. Vizsgálataink alapján azonban 
egyértelművé vált, hogy a Moesin nem csak a citoplazmában, hanem a sejtmagban is alapvető 
fontosságú folyamatokban vehet részt, mellyel pedig szintén hozzájárulhat a sejt megfelelő, 
fiziológiás működéséhez, illetve a patológiás elváltozások létrejöttéhez. A Moesin fehérje 
sejtmagi funkciójának részletes vizsgálata tehát segíthet értelmezni a hibás működés során 
megfigyelhető változásokat, illetve teljesen új szemponttal egészítheti ki az ERM fehérjékkel 




6. TARTALMI ÖSSZEFOGLALÓ 
 
Munkánk során az eddig elsősorban citoplazmatikusként ismert aktinkötő fehérje, a 
Moesin sejtmagi lokalizációjának és funkciójának vizsgálatával foglalkoztunk. A Moesin az 
ERM (Ezrin-Radixin-Moesin) fehérjecsaládba tartozik, mely fehérjék esszenciális 
citoplazmatikus szerepét már számos közlemény bizonyítja. A család tagjai a sejtmembránban 
található fehérjék, illetve a plazmamembrán alatt szerveződő kortikális aktin hálózat között 
hoznak létre kapcsolatot, tehát mint keresztkötő fehérjék funkcionálnak. A molekuláris, illetve 
biológiai feladatuk a kihorgonyzott fehérjék természetétől függően lehet a sejt alakjának 
fenntartása, jelátviteli utakban való részvétel, valamint fontos szerepet tulajdonítanak nekik az 
apoptózis és a metasztázis folyamataiban is. 
Az utóbbi években csoportunk azt a meglepő megfigyelést tette, hogy a Moesin 
lokalizációja az eddigi dogmával ellentétben nem korlátozódik a sejt citoplazmájára, mivel kis 
mennyiségben ugyan, de kimutatható a nyugalmi állapotú sejtmagban is. Munkánk során 
célunk volt a Moesin részletes sejtmagi lokalizációs, valamint funkcionális vizsgálata, 
melyhez modellorganizmusként a Drosophila melanogastert, vagy ecetmuslicát, valamint az 
S2R+ Drosophila embrionális sejtkultúra sejteket alkalmaztuk. Az ERM fehérjecsalád tagjai 
redundáns funkciókkal rendelkeznek, az ecetmuslicában azonban a Moesin a család egyetlen 
képviselőjeként van jelen, így kiváló modellt biztosít az ERM fehérjék vizsgálatához. 
A Moesin lokalizációs vizsgálatai során megállapítottuk, hogy az endogén, valamint a 
különböző epitópokkal jelölt fehérje formák egymással megegyező mintázatban lokalizálnak 
a sejtmagban, mely jól mutatja, hogy a felhasznált jelölő epitópok nem befolyásolják a 
Moesin fehérje sejten belüli eloszlását. A Moesin fehérje jelen volt a sejtmagmembránon, a 
kromoszómák között a nukleoplazmában, sávos mintázatban a kromoszómákon, valamint 
időként a magvacskában is. 
A Moesin sejtmagi jelenlétének dinamikáját vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy nincs 
jelentős Moesin fehérje kicserélődés nyugalmi állapotú sejtekben a sejtmag és a citoplazma 
között. Ha azonban olyan külső ingert, kezelést alkalmazunk a sejteken, melyek számos 
sejtmagon belüli folyamat indukcióját okozzák (kromatin átrendeződések, transzkripciós 
aktivitás emelkedés), akkor a Moesin nagy mennyiségben felhalmozódott a sejtmagban. Ilyen 
stimulus volt a hőstressz és az ekdizon vedlési hormonnal történő kezelés. Ez tehát azt 
bizonyítja, hogy bár nyugalmi állapotú, interfázisos sejtmagokban nincs jelentős import, 




mechanizmusa. Az interfázisos sejtmagon belüli kötődés a vizsgálatok során ezzel szemben 
rendkívül dinamikusnak bizonyult, ugyanis ha a sejtmag egy kis területét rövid idő alatt 
kifakítottuk, a teljes sejtmag elvesztette a fluoreszcens intenzitását. Ebből arra 
következtethetünk, hogy a fakítás ideje alatt az összes Moesin fehérje kicserélődik a 
sejtmagban. 
A Moesin sejtmagi transzport mechanizmusának részletes vizsgálatához egy RNS 
interferencia alapú szűrővizsgálatot hajtottunk végre S2R+ Drosophila sejteken. Eredményül 
azt kaptuk, hogy amennyiben a nup98 nukleoporin gént, illetve annak közvetlen kölcsönható 
partnerét, a rae1 gént lecsendesítettük, akkor a Moesin nagy mennyiségben felhalmozódott a 
sejtmagban. Ez azt jelentheti, hogy ezek a fehérjék részt vehetnek a Moesin aktív sejtmagi 
export folyamatában, vagy pedig a Moesin ezekkel a fehérjékkel közös funkcióval 
rendelkezhet, a megfigyelt fenotípus pedig ennek következtében alakul ki. A későbbi kísérleti 
eredményeink a második elképzelést támasztották alá. 
A Moesin kromoszómális lokalizációjának részletesebb vizsgálata során azt 
tapasztaltuk, hogy a fehérje komplementer festődést mutat a zárt szerkezetű, tömör kromatint 
jelölő DAPI festéssel, tehát a Moesin a lazább szerkezetű, nyitott konformációjú kromatinhoz 
kapcsolódik. Emellett a Moesin erős halmozódást mutatott a kromoszóma puffokban is, 
melyek extrém magas transzkripciós aktivitással rendelkező, nagymértékben fellazult 
szerkezetű eukromatikus régiók. Ezek alapján a munka további részében a Moesinnek a 
transzkripcióban betöltött esetleges szerepére koncentráltunk.  
Az RNS-polimeráz II különböző, a transzkripció iniciációjára, illetve elongációjára 
specifikus aktivált formáival történt összehasonlító immunfestési kísérletek alapján arra 
következtettünk, hogy a Moesin nem szükséges a transzkripció kezdeti, iniciációs lépéséhez. 
Egy meghatározott időintervallumban éppen aktiválódó, illetve terminálódó gének vizsgálata 
során szinkronizált állatok segítségével pedig azt figyeltük meg, hogy a Moesin az egyre 
aktívabb régiókon van jelen, míg ahol a transzkripció terminálódik, ott a Moesin nem 
mutatható ki a kromoszómákon. Ezekben a kísérletekben azt is megfigyeltük, hogy a Moesin 
kromoszómális intenzitása egyenes arányosságot mutat az elongációra specifikus RNS-
polimeráz II forma jelölésével, vagyis a Moesin festődése a legintenzívebb RNS-átírás során a 
legerősebb. Ez alapján elmondható, hogy a Moesin nem vesz részt a transzkripció 
terminációban sem, és legvalószínűbben az elongáció fázisában, illetve az elongációhoz 
kapcsolható folyamatokban vehet részt, mint például az RNS molekulák érése, az intronok 




A felsorolt lehetséges funkciók vizsgálatához a Moesin sejtmagban és a kromoszóma 
preparátumokon mutatott pontszerű lokalizációját összehasonlítottuk az intronok 
kivágódásának helyszíneit jelző SC35 festéssel. Mivel nem találtunk átfedést a két festődés 
között, a Moesin valószínűleg nem vesz részt az intronok kivágódásának folyamatában. Ezt 
követően összehasonlítottuk a Moesin magi lokalizációs mintázatát két ismert, mRNS kötő, 
illetve az exportban résztvevő fehérjével is: a Poli(A)-kötő fehérjével (PABP), valamint a 
Rae1 fehérjékkel. Miután mindkét esetben nagymértékű átfedést tapasztaltunk a Moesin 
mintázatával, arra következtettünk, hogy a Moesin jelen van a képződő mRNS molekulákat a 
citoplazma felé szállító mRNS-fehérje komplexekben. Ezután a Moesin mRNS exportban 
betöltött szerepét biokémiai módszerrel, fehérje koimmunprecipitációs kísérlet segítségével is 
megerősítettük, ahol a Moesin kölcsönhatást mutatott az mRNS exportban résztvevő Rae1, 
Nup98 és PCID2 fehérjékkel S2R+ sejtekből izolált fehérje preparátumon. Bár eredményeink 
nem jelentenek közvetlen interakciót a fehérjék között, azonban elképzelésünk szerint egy 
fehérjekomplexben funkcionálhatnak. 
Mivel a Moesin fehérjekötő FERM-doménje, illetve az aktinkötő-doménje külön-külön 
is a sejtmagba, illetve a kromoszómákra lokalizált, ezért feltételezéseink szerint a Moesin a 
citoplazmatikus funkciójához hasonlóan a sejtmagban is keresztkötő funkcióval rendelkezhet, 
melynek során aktinhoz horgonyozhat további, például az mRNS exporthoz szükséges 
fehérjéket, és így az mRNP export komplexek összetartó elemeként működhet közre az 
mRNS exportban. Eredményeink alapján tehát elmondható, hogy a Moesin sejtekben betöltött 
szerepe nem korlátozódik a sejt citoplazmájára, a sejtmagnak is funkcionális komponense, 
ahová szabályozott transzport mechanizmus segítségével jut be, ott pedig egy új tagja lehet az 






Members of the actin-binding Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) protein family of 
vertebrates are major regulators of actin dynamics in the cell. They have pivotal role in cell 
adhesion, cell movements and intracellular membrane trafficking processes, therefore are key 
players in cell polarity, morphogenesis and tumor metastasis which features attracted 
outstanding interest to this protein family in the past couple years. Drosophila Moesin is the 
sole representative of the ERM protein family in the fly. To the present view Moesin, 
similarly to its vertebrate counterparts, is responsible for the crosslinking of membrane 
proteins to the cortical actin network. However, several current data in the literature point to a 
nuclear function of Moesin and our laboratory was the first who demonstrated that Drosophila 
Moesin is indeed present in the interphase nucleus. 
During my Ph.D. work I studied the localization and function of Moesin in the cell 
nucleus. To achieve my goal I used Drosophila melanogaster (fruit fly) as a model organism, 
both living animals and S2R+ cultured embryonic cells. During the localization studies we 
observed that both the endogenous and the epitope-tagged versions of Moesin show the same 
localization pattern in the nucleus, which indicated that the protein tags do not influence the 
distribution, therefore most likely the function of the protein throughout the nucleus. Moesin 
was present at the nuclear envelope, in the nucleoplasm, exhibited a banded pattern on the 
chromosomes and appeared occasionally in the nucleolus. 
To analyze the dynamic properties of the nuclear Moesin pool, first we performed 
FRAP experiments on living salivary glands of third instar larvae. The experiment revealed 
that, during interphase there is no significant exchange between the cytoplasmic and the 
nuclear Moesin pools. Nevertheless, if we treated the cells with different stimuli, which 
trigger several nuclear processes such as chromatin remodeling or transcription, Moesin 
accumulated in the nucleus. These data suggest that under normal circumstances there is no 
significant nuclear transport of Moesin, but certain stimuli can induce the regulated nuclear 
import of the protein. Interestingly, if the fluorescent signal of Moesin-GFP was bleached in a 
small area of the nucleus, the fluorescence was rapidly lost in the whole nucleus. This means 
that all the proteins inside the nucleus exchange within seconds, so while the transport activity 
of Moesin is low during interphase, its binding is very dynamic. 
To gain more insight into the nuclear transport mechanisms of Moesin, we carried out 




nup98 (Nucleoporin98) or its interaction partner rae1 (RNA export 1) genes, Moesin strongly 
accumulates in the nucleus. This means that either these proteins are involved in the active 
nuclear export of Moesin, or they all share a common function. 
Next, we identified a functional, conserved nuclear localization signal (NLS) sequence 
within the Moesin protein, which is essential for the active nuclear import. 
To understand the nuclear function of Moesin we analyzed its chromosomal localization 
in detail by immunostaining giant chromosomes. Moesin exhibited a staining fully 
complementary with DAPI, thus Moesin associates with the loosely packed chromosome 
regions, the sites of active transcription. We also observed that Moesin accumulated in the 
chromosome puffs, which are special euchromatic regions with extreme high level of 
transcription, suggesting that it may be involved in transcription. Since we detected Moesin at 
the site of active transcription which has been activated without forming puff structure, we 
could exclude the possibility that the protein is involved in transcription only indirectly, 
through the organization of the chromatin structure.  
In the next set of experiments we compared the chromosomal localizations of Moesin 
and the transcription initiation- and elongation-specific forms of RNA-polymerase II and 
concluded that Moesin is not involved in the initiation phase of RNA transcription. The 
analysis of Moesin recruitment to elongating or terminating gene loci revealed an 
accumulation of Moesin during the elongation phase and a loss of Moesin signal as the 
transcription terminated. These results together suggest that Moesin is recruited to actively 
transcribed genes and its function is coupled to the elongation phase of transcription or to 
elongation-related processes such as RNA splicing or export. To distinguish between these 
possible functions, first we compared the nuclear distribution of Moesin and the sites of 
mRNA splicing by using the SC35 marker, but found no colocalization between them 
indicating that Moesin is not involved in splicing. Next, we compared the Moesin staining 
pattern to the localization of proteins known to function in mRNA export: the Poly(A)-
binding protein (PABP) and Rae1. As Moesin colocalized with both export factors, we 
concluded that Moesin is a new member of the mRNP particles. To confirm Moesin’s role in 
mRNA export, we performed protein co-immunoprecipitation experiments, in which we 
demonstrated that Moesin interacts with the mRNA export factors Nup98, Rae1 and PCID2. 
These results do not mean direct protein connections, but we hypothesize they are present and 
function in the same complex. 
Since both the FERM and the actin binding domains of Moesin alone localized to the 




hypothesize that similarly to its function in the cytoplasm, Moesin anchors proteins to actin, 
such as for example mRNA export factors.  
Our data presented in this thesis suggest that Moesin’s biological function is not 
restricted to the cytoplasm but it is an active component of the cell nucleus as well. The 
protein is transported into the nucleus by an active, regulated mechanism, where it probably 
functions as a member of the mRNP particles, thereby most likely participates in the nuclear 
export of mRNA molecules. In summary, our results uncover a nuclear function for the ERM 
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9. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
 
AB Actin Binding (Aktinkötő domén) 
ABP Actin Binding Protein (Aktinkötő fehérje) 
ARP Actin Related Ptorein (Aktinszerű fehérje) 
ARP2/3 Actin Related Protein 2/3 
ATP Adenozin-trifoszfát 
BAF Brg/Brahma-associated factors 
Cdk9 Cyclin-dependent kinase 9 
CRC Chromatin Remodeling Complex 
Crm1 Chromosomal Maintenance 1 
CTD C-Terminális Domén 
DAPI Diamino Phenilindol 
dsRNS double stranded RNS (kettős szálú RNS) 
ERM Ezrin-Radixin-Moesin 
Exp6 Exportin 6 
F-aktin Filamentózus-aktin 
FERM 4.1 protein-Ezrin-Radixin-Moesin 
FRAP Fluorescence Recovery After Photobleahcing 
G-aktin Globuláris-aktin 
GFP Green Fluorescent Protein 
HA Hemagglutinin 
hnRNP U heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein U 
hnRNPs heterogenous nuclear ribonucleoproteins 
HP1 Heterochromatin Protein 1 
HR Helikális Régió 
HRP Horseradish Peroxidase 
Imp9 Importin 9 
LINC Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton 
MAL Megakaryocytic Acute Leukemia protein 
mDia mouse Diaphanus 
mRNP messenger Ribonucleoprotein Particles 
mRNS messenger ribonukleinsav (hírvivő RNS) 
Myo Vb, Va, VI Myosin Vb, Va, VI 
NES 
Nuclear Export Signal (Sejtmagi export 
szignál) 
NLS 
Nuclear Localization Signal (Sejtmagi 
lokalizációs szignál) 
NMI Nuclear Myosin I 
NPC Nuclear Pore Complex (Magpórus komplex) 
Nup98 Nukleoporin 98 
N-WASp Neuronal WASp 
p300 protein 300 
PABP Poly(A)-Binding Protein (Poli(A)-kötő fehérje) 
PCAF P300/CBP-Associated Factor 




PIP2 Phosphatidylinositole biphosphate 
PolI,PolII RNS-polimeráz I, II 
PS Puff stádium 
p-TEFB positive Transcription Elongation Factor B 
Rae1 Ribonucleic acid export 1 
SNF2 Sucrose Non Fermenting 2 
SRF Serum Response Factor 
SUMO Small Ubiquitin-like Modifier 
TIF-1A Transzlációs Iniciációs Faktor 1A 
TRC Transcription Complex 
UAS Upstream Activation Sequence 
UV Ultraviola 
WASp Wiskott-Aldrich Syndrome protein 
Wave1 
Wiskott-Aldrich syndrome protein family 
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